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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Komorki macierzyste (stem cells - SC) cechuje unikalna zdolno$¢ do samoodnawiania
i réznicowania w rézne typy komdrek, dlatego odgrywaja istotng role w procesie regeneracji
i naprawy. Izolowane z wezta zarodkowego blastocysty maja charakter pluripotencjalny -
moga réznicowad sie we wszystkie komdrki organizmu i nosza nazwe zarodkowych komérek
macierzystych. Pluripotencjalne komérki macierzyste mozna otrzymywacd réwniez z komérek
zréznicowanych w wyniku procesu reprogramowania (indukowane pluripotencjalne komérki
macierzyste). SC izolowane z tkanek (somatyczne lub ,,doroste”) wykazujg bardziej ograniczo-
ng zdolno$¢ do réznicowania, dlatego okre$lamy je mianem multipotencjalnych. Gwattowny
wzrost liczby badani klinicznych z zastosowaniem tkankowych SC jest zwigzany z ich udowod-
nionym, w badaniach podstawowych i przedklinicznych, bezpieczeristwem terapeutycznym
i wlasciwo$ciami parakrynnymi. Wzbudza to entuzjazm i daje nadzieje pacjentom, dla ktérych
tradycyjna medycyna jest mato efektywna lub nieskuteczna. Przetom technologiczny w otrzy-
mywaniu ludzkich pluripotencjalnych komérek macierzystych zkomérek somatycznych umoz-
liwia wyprowadzenie in vitro okreslonych modeli chordb, a takze personalizacje diagnostyki
i w przysztosci terapii. W artykule przedstawiono charakterystyke réznych typéw komdrek
macierzystych, ich potencjalne zastosowanie w medycynie regeneracyjnej oraz obowigzujace
w Polsce regulacje prawne dotyczace terapii komérkowe;.

komérki macierzyste - medycyna regeneracyjna - terapia komorkowa - regulacje prawne terapii
komorkowej

Summary

Stem cells due to their unique properties of self-renewal and differentiation play a potential
role in the process of damaged tissue repair. Isolated from the inner cell mass of the blastocyst
have pluripotential properties and are called embryonic stem cells (ESC). Pluripotential stem
cells can be also generated from the differentiated cells by the process of reprogramming and
are called induced pluripotent stem cells (iPSC). Stem cells isolated from tissues (somatic or
adult stem cells) are more restricted in their differentiation potential and referred as mul-
tipotent. The rapid rise in number of clinical trials using somatic stem cells is due to their
proved in basic and preclinical studies therapeutic safety and paracrine properties to modulate
microenvironment. Increased translation to the clinic of studies using adult stem cells provide
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hope for patients with diseases for which traditional medicine is powerless .or ineffective. On
the other hand progress in iPSC technology allows to derive disease models and personalize
future clinical diagnosis and treatment. This paper will focus on characteristics of stem cells,
potential application in regenerative medicine, and the current legal status of cell therapy.
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-methyltranspherase); EC — rak zarodkowy (embryonal carcinoma); EPC - endotelialne komorki
progenitorowe (endothelial progenitor cells); ESC - zarodkowe komérki macierzyste (embryonic
stem cells); HSCT - transplantacje hematopoetycznych komdérek macierzystych (hematopoietic
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WPROWADZENIE

Terapia komdérkami macierzystymi jest jedna ze stra-
tegii preznie rozwijajacej sie w ostatnich latach medy-
cyny regeneracyjnej. Termin medycyna regeneracyjna
odnosi sie do badan biomedycznych skupiajacych sie
na rozwoju nowych terapii pozwalajacych na zastg-
pienie, odbudowe i regeneracje chorych lub uszkodzo-
nych tkanek i narzadéw [23]. Transplantacja komdrek
macierzystych izolowanych ze szpiku kostnego (hema-
topoetycznych komérek macierzystych) jest procedura
znang i stosowana od wielu lat w leczeniu np. chorych
z biataczkami i chtoniakami [48,52].

Trwajg intensywne badania nad wykorzystaniem
potencjatu komérek macierzystych do leczenia innych
schorzeni m.in. choréb neurodegeneracyjnych czy cho-
réb o podlozu immunologicznym. Obecnie na $wie-
cie wedtug danych serwisu U.S. National Institutes
of Health (clinicaltraial.gov, stowo kluczowe - ,,stem
cells”) prowadzonych jest okoto 6 tysiecy badan kli-
nicznych z wykorzystaniem komérek macierzystych.
Najwiecej, ponad 3200 odnotowano w USA. W Europie
pod wzgledem prowadzenia badan klinicznych z uzy-
ciem komdrek macierzystych prym wiodg Francja (381),

Niemcy (375), Wtochy (279) i Wielka Brytania (251). Dla
poréwnania w Polsce serwis ,,clinicaltraial.gov” odnoto-
wat 79 badan [19]. Wedtug danych Departamentu Badan
Klinicznych Produktéw Leczniczych (Urzedu Rejestracji
Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Pro-
duktéw Biobdjczych) w Polsce w Centralnej Ewidencji
Badari Klinicznych od 1996 roku, czyli od poczatkéw jej
istnienia zarejestrowano ponad 8000 badari w tym 12
badan z produktami leczniczymi pochodzenia komérko-
wego (badany produktu leczniczy do somatycznej tera-
pii komdrkowej/badany produkt leczniczy inzynierii
tkankowej) [stan z dnia 19.04.2017].

W pracy, poza podsumowaniem wiadomo$ci o komor-
kach macierzystych i ich zastosowaniu, przytaczamy
obowiazujace w Polsce regulacje prawne dotyczace
terapii z zastosowaniem komdrek macierzystych.

CHARAKTERYSTYKA KOMOREK MACIERZYSTYCH

Komérki macierzyste, na tle innych komérek buduja-
cych organizm cztowieka, wyrézniaja dwie podstawowe
cechy: zdolno$¢ do samoodnowy (self-renewal) oraz do
wielokierunkowego réznicowania. Dzieki tym cechom
komdrki macierzyste odgrywaja fundamentalng role

1217



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 1216-1230

zaréwno w rozwoju organizmu, jak i w utrzymaniu jego
homeostazy. Historia nazwy ,komérki macierzyste”
(niem, Stammzelle) w literaturze naukowej siega XIX
w. Termin ten uzywany byt przez niemieckiego badacza
Ernesta Haeckela w réznym znaczeniu, m.in. w odnie-
sieniu do organizmu jednokomérkowego, jako przodka
organizméw wielokomdrkowych jak tez do zaptodnio-
nej komérki jajowej dajacej poczatek wszystkim komér-
kom nowego organizmu [85]. Popularyzatorem nazwy
,komérki macierzyste” (stem cells - SC) byt Edmund B.
Wilson. W swojej ksigzce powotat sie na prace Hickera
i Boveriego, ktdrzy réwniez znaczaco przyczynili sie
do rozwoju definicji. W tym samym czasie prowadzono
liczne badania nad hematopoeza. Dlatego réwniez
i w tym kontekscie pojawialo sie okre$lenie SC, odnosito
sie do komérek, ktére daja poczatek zaréwno biatym,
jak tez czerwonym komérkom krwi. W dzisiejszym zna-
czeniu definicji, za ,,prototyp” komdrek macierzystych
mozna uznaé hematopoetyczne komdrki macierzyste.
Maja prawie nieograniczong zdolno$¢ samoodnawia-
nia oraz daja poczatek wyspecjalizowanym komérkom
linii hematopoetycznych [105,106]. Dzisiaj ten termin
nie ogranicza sie tylko do komérek hematopoetycz-
nych, ale odnosi sie réwniez do komérek macierzystych
innych tkanek i narzadéw [52,72].

Cechy ,,macierzystosci” komérek, czyli zdolno$¢ do
samoodnawiania i wielokierunkowego réznicowa-
nia determinuje mozliwo$¢ podejmowania podzia-
téw komérkowych asymetrycznych, ktére prowadza
do powstania dwéch réznych komérek: identycznej
z komérka wyjsciowa (komérka matka) i drugiej cze-
$ciowo zréznicowanej. Komérki macierzyste moga
podlegal réwniez podziatom symetrycznym. W tym
przypadku dwie komérki potomne zachowuja wtasciwo-
$ci komérki macierzystej lub powstaja dwie cze$ciowo
zréznicowane, tzw. komérki progenitorowe, réznicu-
jace sie od okreslonego fenotypu [72]. W celu zapew-
nienia cigglosci wystepowania i namnozenia komérek
macierzystych w hodowli in vitro, korzystne jest zacho-
wanie warunkéw pozwalajacych na podziaty, w wyniku
ktérych powstaja komérki o wiasciwos$ciach komérek
macierzytych. Hodowla komérkowa in vitro z przewaga
podziatéw symetrycznych, prowadzacych do powstawa-
nia tylko komdrek progenitrowych, podlega starzeniu,
poniewaz populacja SC ulega wyczerpaniu. W warum-
kach in vivo pula komérek SC nie wyczerpuje sie cat-
kowicie, ale podejrzewa sie, ze z wiekiem ich liczba sie
zmniejsza [6].

Organizm dorostego cztowieka moze by¢ zbudowany
nawet z biliarda komdrek tworzacych tkanki i organy
[52]. Czas zycia pojedynczych komdrek, ktérych jest
okoto 260 typdw jest ograniczony [83]. Nowo powstate
komorki, ktére zastepujg obumarte, pochodza z réznico-
wania tkankowych komérek macierzystych. W warun-
kach fizjologicznych potencjat organizmu do tworzenia
komdrek macierzystych jest nieograniczony (z réznym
tempem w réznych tkankach) przez cate zycie. Na szcze-
g6lnag uwage zastuguje uktad krwiotwdrczy, rozrodczy

meski, czy naskdrek. Oszacowano, ze najwieksza liczba
komoérek macierzystych wystepuje w naskérku, ktérego
catkowita odnowa odbywa sie co 4 tygodnie [58]. Naj-
szybciej dzielacymi komérkami macierzystymi sa jednak
SC rezydujace w nabtonku jelita, dzieki ich wiasciwo-
$ciom wymiana catkowita populacji komérek u doro-
stego cztowieka w tym obszarze zachodzi w ciggu 3-5 dni
[63,108].

Swoiste dla tkanki mikrosrodowisko, w ktérym znaj-
duja sie somatyczne komdrki macierzyste nazywa sie
niszg komérek macierzystych (stem cell niche). Nisza
SC odgrywa wazna role w procesach rozwojowych m.in.
smoodnawiania, réznicowania, proliferacji i migracji,
poniewaz pelni funkcje regulatora sygnatéw docieraja-
cych do znajdujacych sie w niej komdrek. Wiasciwosci
biofizyczne i biochemiczne elementédw zaréwno struk-
turalnych (m.in. biatek macierzy zewnatrzkomérko-
wej, komérek sgsiadujgcych itp.), jak i rozpuszczalnych
(m.in. biatka sygnalizacyjne, czynniki wzrostowe, hor-
mony, neuroprzekazniki) decyduja o charakterze tych
oddzialywan [6,14,15].

Somatyczne komérki macierzyste i progenitory komér-
kowe, ktére podlegaja podziatlom wystepujg w wiek-
szo$ci tkanek i organéw postnatalnych ssakéw. Liczba
komérek i ich dostepnosé zalezy jednak od lokalizacji
i ogbélnego stanu, w jakim znajduje sie organizm. Naj-
bardziej powszechnym Zrédtem, z ktérego izoluje sie
komdrki macierzyste w celach terapeutycznych, jest
szpik kostny. Zabieg pozyskiwania komdrek ze szpiku
kostnego moze spowodowaé dziatania niepozadane:
zwykle kostne dolegliwosci bélowe oraz jest obarczony
ryzykiem infekcji. Alternatywnym zrédtem pozyski-
wania komérek macierzystych jest krew pepowinowa
oraz tkanki odrzucane po porodzie (fozysko, sznur
pepowinowy). Krew pepowinowa jest bogatym zrédtem
w réznego typu komérki macierzyste mobilizowanych
z tkanek ptodu do krwi w wyniku stresu porodowego
[13,67]. Komérki macierzyste krwi pepowinowej sa
tawo dostepne i otrzymywane w sposéb nieinwazyjny
dla dawcy, sa mniej dojrzate oraz mniej immunogenne
w poréwnaniu z komdérkami izolowanymi ze szpiku
kostnego [24,52,120] oraz wykazujg wieksze zdolno$ci
proliferacyjne [2]. Ponadto, dzieki mozliwosci prze-
chowywania przez wiele lat, bez utraty podstawowych
wiasciwosci (banki komdrek macierzystych), nie musza
by¢ uzyte od razu po wyizolowaniu i mogag stanowié
swego rodzaju ,,material asekuracyjny” do przeszcze-
péw auto- i allogenicznych.

Nowym, cennym zrédtem komdrek macierzystych
do zastosowania w medycynie regeneracyjnej i este-
tycznej jest obecnie tkanka ttuszczowa. Otrzymane
w wyniku liposukcji autologiczne ,,mieszaniny komé-
rek” z udziatem populacji mezenchymalnych komérek
macierzystych (mesenchymal stem cells - MSC), sto-
suje sie w ortopedii i traumatologii, do leczenia standw
zapalnych (ostrych i przewlektych), zwyrodnieti i pod-
czas rekonstrukcji w obrebie np. tkanki chrzestnej lub
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kostnej. Komdrki regeneracyjne pochodzace z tkanki
ttuszczowej sa réwniez stosowane z pozytywnym skut-
kiem w zatwierdzonych przez Lokalne Komisje Etyczne
eksperymentach medycznych zwigzanych z leczeniem
schorzen neurologicznych. Nalezy jednak pamietad,
ze dla schorzeri uktadu nerwowego nie istnieje jesz-
cze autoryzowana terapia komdrkami macierzystymi,
objeta przez system publicznej opieki zdrowia. Wciaz
najpopularniejszym rezerwuarem komérek macierzy-
stych, ,,ztotym standardem”, pozostaje ludzki szpik
kostny, w ktédrym podobnie jak w krwi pepowinowe;j
znajdujg sie zaréwno hematopoetyczne SC, jak tez
mezenchymalne komérki zrebu [3,45,48].

Komérki macierzyste rezydujace w tkankach soma-
tycznych (np. hematopoetyczne komdrki macierzyste,
neuralne komérki macierzyste) w warunkach fizjo-
logicznych wystepuja zwykle w stanie tzw. u$pienia
(faza GO cyklu komérkowego) i moga przebywaé w nim
przez dlugi czas [76,92]. Takie czynniki jak stres, wysi-
tek fizyczny, czy uraz aktywujg mitotycznie SC i zwiek-
szaja pule komérek uwalnianych ze szpiku do krwi
obwodowej [67]. Stosujac hematopoetyczne czynniki
wzrostu np. G-CSF lub syntetyczny Pleryksafor (czyn-
nik stymulujgcy kolonie granulocytarne) mozna dodat-
kowo zwiekszy¢ liczbe krazacych we krwi obwodowej
komdrek macierzystych, ktére nastepnie sg zbierane za
po$rednictwem leukaferezy i wykorzystywane w trans-
plantologii [45,71]. Badania wielu zespotéw dowiodty,
ze zjawisko migracji SC jest zwigzane m.in. z obecnoscia
molekut adhezyjnych oraz strukturg i sktadem macie-
rzy zewngtrzkomédrkowej [15,45]. Obecnosé okreslo-
nych receptoréw na powierzchni btony komérkowej
SC (np. chemokine receptor type 4 - CXCR4), umozliwia
im migracje w odpowiedzi na zwigzki dzialajace jako
atraktanty (np. chemokinina SCF), ktére sg uwalniane
z miejsc uszkodzenia [91].

Namnazanie, potencjat do réznicowania i migracji SC sa
zwiazane ze swoistymi warunkami §rodowiska, w kté-
rym sie znajduja. Zaburzenie réwnowagi uktadu moze
sie przyczyniaé do zaburzenia procesu regeneracji,
niekontrolowanego wzrostu liczby komérek, zaburzen
homeostazy tkankowej lub nawet do powstania nowo-
tworu.

Podczas rozwoju osobniczego (ontogenezy) wlasciwo-
$ci komérek macierzystych, a zwtaszcza ich zdolnosé
do wielokierunkowego réznicowania ulegaja zmia-
nom [63]. Obserwowane zawezanie potencjatu rozwo-
jowego znalazto odzwierciedlenie w klasyfikacji SC na
toti-, pluri-, multi- lub unipotencjalne [57]. Przykta-
dem komdrek totipotencjalnych jest zygota, podobnie
jak pierwsze komérki budujace zarodek (do stadium 8
komdrek). Komédrki moga sie réznicowal we wszyst-
kie typy komdrek nowego organizmu oraz tkanek poza-
zarodkowych, tzw. poptodu (fozyska, pepowiny i bton
ptodowych). Pluripotencjalne komérki wezta zarod-
kowego blastocysty moga dawad poczatek nowemu
organizmowi, ale nie sa juz zdolne do tworzenia tka-

nek pozazarodkowych. Jeszcze mniejszy potencjat do
réznicowania maja komdrki multipotencjaln: moga
tworzy¢ komérki tylko w obrebie okre$lonego listka
zarodkowego, np. w komdrki ektodermy, mezodermy,
endodermy lub okreslonej tkanki. W tkankach wyste-
puja tez komdérki ,,unipotencjalne”, réznicujace sie
tylko do jednego typu komérek, np. komérki satelitowe
mie$ni szkieletowych, czy progenitory makrofagdéw.
Scisle okre§lona zdolnoéé do réznicowania komdrek
zalezy od swoistego wzoru ekspresji genéw zwiazanych
z ,macierzysto$cia” komérek i ich kierunkiem réznico-
wania. Fenotyp komérek wystepujacych w tkankach
jest zdeterminowany przez okreslony wzér ekspresji
genéw swoistych dla danego kierunku réznicowania
oraz modyfikacje epigenetyczne, wptywajace na struk-
ture chromatyny i funkcje genomu [9,14,63].

Innym kryterium podziatu komérek macierzystych,
poza kryterium rozwojowym, jest ich pochodze-
nie. Wedtug tej klasyfikacji wyréznia sie zarodkowe
komérki macierzyste (embryonic stem cells - ESC)
i somatyczne/tkankowe komdrki macierzyste - SSC
(somatic stem cells, nazwane réwniez dorostymi
komérki macierzystymi (adult stem cells - ASC). Ta
ostatnia nazwa, chol szeroko przyjeta jest dysku-
syjna, poniewaz sugeruje wykluczenie z tej klasyfikacji
komdrek pochodzacych z tkanek organizmu rozwijaja-
cego sie. Dlatego dla terminu ,,doroste komérki macie-
rzyste” proponuje sie wymiennie termin , komérki
macierzyste tkankowe”, co w sposéb jednoznaczny
odréznia SC z rozwijajacych sie i dorostych tkanek od
SC zarodkowych, ktére izolowaé mozna jedynie z wezta
zarodkowego w stadium blastocysty rozwijajacego sie
organizmu. To wlasnie zastosowanie zarodkowych SC
stwarza kontrowersje etyczne, poniewaz ich pozyski-
wanie taczy sie ze zniszczeniem zarodka. Takiego Zré-
dfa SC nie nalezy taczy¢ z niekontrowersyjnym etycznie
wykorzystaniem tkankowych komérek macierzystych.
Tkankowe SC sa klasyfikowane w zalezno$ci od umiej-
scowienia niszy, w ktérej sie znajdujg np. komérki
macierzyste mieéni, komérki macierzyste naskérka lub
neuralne komérki macierzyste itd.

Nizej zamieszczono charakterystyke komérek pluri-
potencjalnych oraz wybranych, tkankowo-swoistych
typéw komdrek macierzystych, ktére dzieki unikato-
wym cechom moga by¢ uzyteczne w badaniach bio-
logicznych, jak réwniez moga znaleZ¢ zastosowanie
w medycynie regeneracyjnej.

KoMORKI PLURIPOTENCJALNE

Istotny wktad w rozwéj dziedziny biologii komérek
macierzystych wniosty badania zarodkéw mysich,
w tym grupy prof. Andrzeja Tarkowskiego z Uniwer-
sytetu Warszawskiego [103]. Badania z zastosowa-
niem transferu jadra komérki somatycznej do oocytu
(somatic nuclear transfer - SNT), ktére zapoczatko-
watly wspédtczesne klonowanie ssakéw [42] oraz opra-
cowanie metod izolowania ludzkich zarodkowych
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komdérek macierzystych [104] staty sie przetomowymi
wydarzeniami, ktére doprowadzity zespét kierowany
przez prof. Shinya Yamanake do otrzymania induko-
wanych pluripotencjalnych komérek macierzystych
(induced pluripotent stem cells - iPS). Eksperymenty
z zastosowaniem fibroblastéw mysich i ludzkich
wykazaly, ze za pomocag czynnikéw transkrypcyjnych
mozna zmieni¢ program rozwojowy komorek i roz-
poczaé odréznicowanie do etapu reprezentowanego
przez komérki zarodkowe (proces odwrotny od réz-
nicowania zwany reprogramowaniem komérkowym).
Reprogramowanie sposobem Yamanki zaktada uzyska-
nie komérek pluripotencjalnych bez uzycia zarodkéw
i oocytéw [100,101]. Do otrzymania komdrek o wta-
$ciwo$ciach zblizonych do komérek ES konieczne jest
wymuszanie ekspresji genéw zwiazanych z pluripoten-
cjalnoscia. Ponad dwadzie$cia lat wcze$niej byty juz
prowadzone do$wiadczenia zwigzane z wymuszaniem
ekspresji pojedynczych genéw [20], jednak dopiero
Yamanaka i wsp. osiggneli sukces. W celu otrzymania
komérek pluripotencjalnych przetestowali 24 czyn-
niki transkrypcyjne zwigzane ze stanem niezréznico-
wanym komérek iwytonili cztery, ktérych potaczenie
wystarczyto do osiggniecia zamierzonego celu. Pierw-
sze komérki iPS otrzymano z mysich fibroblastéw, do
ktérych z uzyciem retrowiruséw wprowadzono Oct4,
Sox2, c-Myc i KIf' 4 (OSMK) [101]. PézZniejsze do$wiad-
czenia dowiodly, ze materiatem wyj$ciowym moga
by¢ dowolne komérki somatyczne, a postep w pracy
nad otrzymaniem bezpiecznej terapeutycznie ludzkiej
populacji komérek iPS przebiega dwutorowo. Z jed-
nej strony dotyczy opracowania bezpiecznych wekto-
réw i sposobéw wprowadzania do komérki czynnikéw
reprogramujacych, a z drugiej strony redukcji i zmiany
wprowadzanych czynnikéw. Obecnie znanych jest wiele
sposobdw uzyskiwania komérek iPS. Metody mozna
podzieli¢ na dwie grupy. Jedna zaktada uzywanie wiru-
séw, jako nosnikéw do wprowadzania czynnikéw repro-
gramujgcych (viral - based methods) oraz druga grupa,
ktéra dotyczy metod niezwigzanych z wirusami (non-
-viral methods). Wektory wirusowe (np. lenti- i retro-
wirusy) umozliwiajg wbudowanie wprowadzanych
informacji (transgenu) do genomu gospodarza i jego
ekspresje. Skuteczno$¢ metody jest wzglednie duza,
jednak otrzymane iPS sg obarczone ryzykiem losowego
miejsca wbudowania transgenu i mozliwosci jego reak-
tywacji, co w niesprzyjajacych okolicznos$ciach moze
prowadzi¢ do wystapienia zmian nowotworowych. Ist-
niejg systemy regulacji aktywnosci transgenu (np. sys-
tem tetracyklinowy), jednak znacznie bezpieczniejsze
sa metody niezwigzane z integracja z genomem gospo-
darza (integration - free methods). Sa to metody z uzy-
ciem np. adenowiruséw, policistronowych wektoréw
episomalnych, mRNA, miRNA lub antygenu T wirusa
SV40 oraz biatek reprogramujacych [5,87]

. Stosowane biatka zawieraja reszty poliargininowe,
umozliwiajgce przechodzenie przez btony komérkowe.
Niestety, wiekszo$§¢ wymienionych metod nieintegru-
jacych transgenu z genomem gospodarza cechuje bar-

dzo niska wydajnos$¢, dlatego wymagaja powtarzania
lub dziatania czynnikéw wspomagajacych. W procesie
reprogramowania komdrek coraz czeéciej naukowcy
siegaja po tzw. ,,mate zwigzki” (small molecules lub
chemical compounds). Naleza do nich m.in. inhibi-
tory metylotransferaz DNA i deacetylaz histonowych
oraz inhibitory drogi przekazywania sygnatu TGF-p,
czy kinazy ERK-MAP [64,98,118]. Rola wiekszo$ci z nich
polega na wspomaganiu procesu reprogramowania lub
zastepowaniu udziatu czynnikéw reprogramujacych,
ktérych nadekspresja moze by¢ potencjalnie niebez-
pieczna dla organizmu. Dzieki temu liczbe czynnikéw
transkrypcyjnych reprogramujacych mozna zmniej-
szy¢ nawet do jednego lub zupelnie wyeliminowaé
[22,95,97,98]. Charakterystyka ludzkich komdrek iPS
jest zblizona do komdrek izolowanych z wezesnego
zarodka (blastocysty) pluripotencjalnych komérek
zarodkowych (ESC). Komdrki te zawieraja stosunkowo
duze jadro i matg ilo$¢ cytoplazmy, ponadto wyka-
zuja duza aktywnos¢é telomerazy i obecno$¢ alkalicznej
fosfatazy [104]. W btonie komdrkowej komdérek pluri-
potencjalnych dowiedziono obecno$é m.in. antyge-
néw powierzchniowych SSEA3, SSEA4 (stage-specific
embryonic antygen -SSEA), TRA-1-60 i TRA-81(tumor
rejection antigen) oraz antygenéw CD (cluster of diffe-
rentiation - CD) CD9, CD24, CD90, CD133, CD117. Cze$¢
wymienionych antygendw nie jest wytaczna cecha ESC,
ale réwniez komérek raka zarodkowego (embryonal
carcinoma - EC) oraz innych komérek macierzystych
[119]. Ponadto do markeréw komérek pluripotencijal-
nych zalicza sie réwniez biatka OCT4 i NANOG, ktérych
ekspresja wiaze sie z utrzymywaniem stanu niezrézni-
cowanego [121, 122].

Gtéwna cecha komérek pluripotencjalnych w warun-
kach in vitro jest ich potencjat do réznicowania
w komérki trzech listkéw zarodkowych, a w do§wiad-
czeniach in vivo (z myszami z dysfunkcjg uktadu odpor-
no$ciowego) zdolno$¢ do tworzenia teratom (fagodnych
guzdéw - potworniakéw, zawierajacych tkanki charakte-
rystyczne dla trzech listkéw zarodkowych) [100,101].
Utrzymanie komérek w stanie niezréznicowanym wigze
sie réwniez z aktywnoscia wielu genéw (m.in. Oct4,
Sox2, Nanog (OSN) [11] oraz szlakéw sygnalizacyjnych
(np. Notch, Shh i Wnt) [84]. W komdrkach pluripoten-
cjalnych OSN tworzg gtéwny mechanizm molekularny
odpowiedzialny za hamowanie réznicowania komérek.
Zaobserwowano, ze ekspresja O i N wplywa na aktyw-
no$¢ Dnmt1 (metylotransferazy DNA 1, DNA (cyto-
sine-5-)-methyltransferase 1), ktéra hamuje ekspresje
pl6 i p21 oraz gendw zwigzanych z rozwojem i rézni-
cowaniem. Mimo wielu badan rola genéw Oct4 i Nanog
w procesie samoodnawiania i utrzymywania komérek
macierzystych w stanie nieréznicowanym jest jeszcze
niepoznana [107]. Niedawno udowodniono, ze zdefi-
niowany poziom transkryptu genu Oct4 w stosunku do
poziomu transkryptu genu Nanog ,.kontroluje”, kiedy
komérka podejmuje decyzje rozwojowa o wyjsciu
z ,naiwnego” stanu pluripotencjalnosci i rozpoczeciu
réznicowania [84].
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Komérki iPS dzieki pluripotencjalnym witasciwosciom
ulegaja spontanicznemu réznicowaniu lub moga by¢
réznicowane kierunkowo w dowolny typ komérek doro-
stego organizmu. Ukierunkowane (poddane dziataniu
czynnikéw réznicujacych) komérki pacjenta moga stu-
zy¢ do spersonalizowanych testéw farmakologicznych
i toksykologicznych, ale takze moga znalez¢ zastoso-
wanie w medycynie regeneracyjnej. Biopsje skéry sa
potencjalnym Zrédtem komérek wykorzystywanych
w spersonalizowanej, tj. przeznaczonej dla potrzeb
okreslonego pacjenta terapii komérkowej [94,100].
Komdrki przeznaczane do przeszczepu autologicz-
nego dla pacjenta, od ktérego zostaly pobrane obnizaja
ryzyko ostrej odpowiedzi immunologicznej organizmu
i odrzucania przyczepu. Ponadto w przypadku choréb
o podtozu genetycznym przeszczep mégtby by¢ poprze-
dzony korekta , defektu genetycznego” w hodowli in
vitro. Postep w dziedzinie inzynierii genetycznej dostar-
cza nowych narzedzi, tzw. ,nowych systemdéw edycji
materiatu genetycznego” do korekty defektéw gene-
tycznych w komérkach iPS [54,117]. Komérki iPS sa
szansa dla pacjentéw z nieuleczalnymi chorobami m.in.
z wrodzonymi dermatozami, jak réwniez chorobami
neurodegeneracyjnymi [97]. Obecnie na $wiecie prowa-
dzone sg dwie préby kliniczne z zastosowaniem prze-
szczepianych komérek iPS zréznicowanych do komérek
bezpiecznych terapeutycznie:

«w Japonii préba prowadzona przez dr Masayo Taka-
hashi w terapii starczego zwyrodnienia plamki z6ttej
(age-related macular degeneration - AMD) [68] oraz

* réwniez w Japonii otrzymywanie do celéw terapeu-
tycznych ptytek krwi z komdrek iPS [73].

Ponadto sg prowadzone zaawansowane prace nad zasto-
sowaniem neurondéw dopaminergicznych otrzymanych
z komérek iPS pacjentom z chorobg Parkinsona [43,124].
Mimo pierwszych, optymistycznie rozpoczetych préb
klinicznych zbyt mato jeszcze wiadomo na temat wtasci-
woéci komérek iPS oraz ewentualnych ich dziatari nie-
pozadanych w organizmie czlowieka, zeby mogtly by¢
powszechnie stosowane. Jednak juz moga stuzyé jako
komdrkowe modele do badan in vitro wielu choréb, kté-
rych lista jest bardzo dtuga, poczawszy od choréb neuro-
degeneracyjnych, przez choroby serca, trzustki i uktadu
krwionos$nego [94]. Komdrki iPS sg powszechnie wyko-
rzystywane w badaniach podstawowych do $ledzenia
rozwoju i specjalizacji komdrek ze stanu pluripotencjal-
nego. Wydaje sie jednak, ze etap zastosowania komdrek
iPS jako no$nika terapii spersonalizowanej i powszech-
nie dostepnej jest jeszcze stosunkowo odlegly.

HEMATOPOETYCZNE KOMORKI MACIERZYSTE

Najlepiej poznane sposrdd tkankowych komdrek macie-
rzystych sa hematopoetyczne komdérki macierzyste
HSC (hematopoetic stem cells), ktérych najwazniejsza
rola jest udziat w utrzymaniu hematopoezy i funkcjo-
nowaniu uktadu krwiotwdrczego i immunologicznego.
HSC sa obecne w szpiku kostnym, krwi pepowino-

wej i mobilizowanej krwi obwodowej. W szpiku kost-
nym tworzg 0,5-0,05% frakcji komdrkowej [40]. W krwi
obwodowej (bez interwencji farmakologicznej) odse-
tek komdrek macierzystych jest 50-100 razy nizszy niz
w szpiku kostnym [45]. Pionierami w do§wiadczeniach
in vivo nad regeneracja (uszkodzonego naswietlaniem)
uktadu krwiotwdrczego biorcy z uzyciem komérek ze
szpiku kostnego dawcy byli w latach sze$édziesigtych
ub.w. Till i McCulloch [105,106]. Zaawansowanie tech-
nologiczne nie pozwalato wéwczas na petna charakte-
rystyke populacji komérek HSC, ktére jak wielokrotnie
pdiniej udowodniano, sg klonogenne i dajg poczatek
komdrkom krwi. Dzi§ wiadomo, ze ludzkie komdrki
HSC charakteryzuje okre§lony wzér antygenéw: CD34",
CD38", CD59* CD90* CD117*. Wiekszo$é wymienionych
antygendw nie jest swoista tylko dla HSC. Dotyczy to
m.in. glikoproteiny CD34 (sialomucyny) obecnej réw-
niez na powierzchni komérek §rédbtonka i komérek
satelitowych miesni [47,117]. Mimo szerszego zakresu
ekspresji, CD34" jest podstawowym markerem iden-
tyfikujacym komdrki HSC. Obecnos$é CD34" jest pod-
stawowym kryterium branym pod uwage np. podczas
kwalifikacji/oceny komérek do transplantacji hemato-
poetycznych komdrek macierzystych (hematopoietic
stem cells translantation - HSCT). Poznanie antyge-
néw powierzchniowych komérek HSC pozwolito na
rozwdj technik ich izolacji za pomoca m.in. kolumny
magnetycznej i przeciwcial skierowanych przeciwko
CD34. Zastosowanie innych przeciwcial monoklonal-
nych i metody FACS (fluorescence activated cell sor-
ting) umozliwito wyodrebnienie i okreslenie kolejnych,
ukierunkowanych populacji komérek progenitorowych
w zaleznosci od obranej przez nie $ciezki réznicowania:
np. kierunek réznicowania erytroidalnego (erytropo-
etycznego) moze by¢ ustalony dzieki uzyciu dodatko-
wego przeciwciata anty-CD71 [45]. Wykazano ponadto,
ze komérki HSC aktywnie usuwaja barwnik Hoechst
33342, uzywany do znakowania jader komérkowych
i DNA oraz rodamine 123 (stosowang do znakowania
mitochondriéw), co stato sie podstawg do opracowania
okreslonej metody ich izolacji (side population sorting)
[41]. Dodatkowg cecha HSC jest duza aktywno$¢ dehy-
drogenazy aldehydowej [40].

Hematopoetyczne SC sa najlepiej poznanymi i opisa-
nymi (m.in. pod wzgledem morfologicznym, mole-
kularnym, jak tez funkcjonalnym) komdrkami
macierzystymi. Multipotencjalno$¢ oraz zdolnos$é do
samoodnowy (self-renweal) komérek HSC wyrdznia je
spo$réd wszystkich komdrek uktadu hematopoetycz-
nego oraz gwarantuje ciaglo$¢ jego funkcjonowania
[92]. W czasie podzialéw i réznicowania z komdrek HSC
powstaja komdrki multipotencjalne (np. CFU-blast,
CFU-L itp.), pézniej komérki ukierunkowane (dla mielo-
i limfopezy B i T): mielopoetyczne i limfopoetyczne
komérki macierzyste, a nastepnie prekursory (np. gra-
nulocytéw kwasochtonnych, zasadochtonnych), ktére
daja poczatek limfocytom, monocytom, granulocytom,
erytrocytom i ptytkom krwi [56].
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MEZENCHYMALNE KOMORKI MACIERZYSTE

Macierzysto$¢ mezenchymalnych komérek zrebu
(mesenchymal stromal cells) jest niejednoznaczna
i czasami podwazana, gtéwnie ze wzgledu na duza
heterogenno$¢ réznych populacji MSC i brak wystar-
czajacych dowodéw na spelnianie wszystkich kryte-
riéw ,macierzystosci” [10]. Mimo tych zastrzezen,
nazwa mezenchymalne komdérki macierzyste jest
powszechnie stosowana [25,28,81]. Mianem komdrek
MSC okreéla sie komérki o morfologii wrzecionowa-
tej, przypominajgcej fibroblasty, charakteryzujace sie
w warunkach in vitro przyleganiem do powierzchni
naczyt hodowlanych, potencjatem do réznicowania
w tkanki: chrzestna, kostng i ttuszczowa oraz obecno-
$cia antygenédw powierzchniowych CD73 CD90 CD105
i jednocze$nie brakiem CD45 CD34 CD11b CD79a CD19,
HLA-DR [25]. Jak juz wspomniano, komérki MSC two-
rzg bardzo heterogenng grupe izolowang z réznych
typéw tkanki tacznej, cechujaca brak swoistych marke-
réw, a ich cecha wspdlng jest zdolno$é do modulowania
funkcji tkanki biorcy po przeszczepie [10]. W zalez-
noéci m.in. od wieku, Zrédta pochodzenia (lokalizacji
niszy, z ktérej je pozyskano), a w przypadku hodowli in
vitro, réwniez pasazu, wykazuja bardzo rézng charak-
terystyke (potencjat do réznicowania, proliferacji itp.)
[38,44,53]. Komdrki MSC wyizolowano po raz pierwszy
ze szpiku kostnego, ale wiele lat pézniej okazato sie, ze
mozna je pozyskac z réznych zrédet np. galarety Whar-
tona sznura pepowinowego, krwi pepowinowej oraz
tkanki ttuszczowej [26,66]. U dorostych osobnikdw,
podobnie jak w HSC, przez wiele lat gtéwnym Zrédlem
pozyskiwania komdrek byt szpik kostny. MSC w szpiku
kostnym stanowia mata frakcje (1/10%-10°) komédrek
jednojadrzastych. Alternatywnym i bardziej wydaj-
nym zrédltem komérek MSC moze by¢ tkanka ttusz-
czowa (1 g tkanki tltuszczowej zawiera 5x10° MSC, co
stanowi 500 razy wieksza frakcja niz w szpiku kostnym)
[28,36,53,55]. Udowodniono, ze z komdrki MSC, poza
wczesniej wspomnianym réznicowaniem w okreslone
trzy typy komérek w obrebie mezodermy (chondrocyty,
adipocyty i osteoblasty), mozna réznicowaé inne typy
komérek. W hodowli in vitro uzyskano m.in. neurony
(komérki pochodzenia ektodermalnego) czy hepatocyty
(komérki pochodzenia endodermalnego) [27,28,49,123].
Tendencja do réznicowania w okreslone typy komdrek,
ale takze niejednakowa liczba pozyskanych komdérek
oraz trudno$¢ ich izolacji zalezg od umiejscowienia [3].
Ponadto wykazano, ze komérki MSC po przeszczepieniu
nie wywoluja niepozadanej odpowiedzi immunologicz-
nej, w uktadzie auto- i allogenicznym. Wyniki badati
z przeszczepianiem autologicznych komérek MSC ze
szpiku nie indukowaly nowotworu ani infekcji u zad-
nego z 41 pacjentéw [119]. Podobne wyniki uzyskano
z badani 1012 uczestnikéw (obejmujacych rézne grupy
wiekowe, rézne schorzenia oraz zdrowych ochotnikéw)
[59]. Sugeruje sie, ze komérki MSC moga mie¢ wlasci-
woéci immunosupresyjne. Prawdopodobnie odbywa sie
to przez wptyw komérek MSC na stan aktywnosci lim-
focytéw T i B, makrofagéw, komdrek NK (naturalnych

zabdjcéw) i komérek dendrytycznych [34]. Dzieki zdol-
nosci do wyciszania/ttumienia reakcji immunologicz-
nej, komérki MSC sg wykorzystywane w leczeniu choréb
o podtozu autoimmunologicznym, jak réwniez moga
sie okazaé przydatne podczas transplantacji narzadéw
[21,34,77]. Komérki MSC dzieki stosunkowo tatwej izola-
cji (w poréwnaniu do innych komérek macierzystych),
mnogosci zrédet ich pozyskania oraz tatwo$ci namna-
zania w warunkach in vitro, dostarczaja bardzo wielu
pozytywnych wynikéw w uktadach in vitro, jak réwniez
w badaniach przedklinicznych in vivo na zwierzetach.
Wyniki te jednak czasami pozostajg w sprzecznosci z
brakiem pozytywnych efektéw terapeutycznych w nie-
ktérych prébach klinicznych [10], dlatego konieczna
jest kontrola funkcjonalna i fenotypowa kompetent-
nych terapeutycznie MSC w fazie przedimplantacyjnej
[61]. Zainteresowanie wlaciwo$ciami komérek mezen-
chymalnych odzwierciedla wzrastajaca liczba rejestro-
wanych badan klinicznych z ich udziatem.

Mimo prowadzonych wielu badan, mechanizm tera-
peutycznego dziatania komdrek MSC nie jest doktadnie
poznany. Sugeruje sie, ze podane systemowo wydzie-
lajg czynniki parakrynne, ktére petnig funkcje adiu-
wantdw, natomiast komdrki wprowadzone w miejsce
uszkodzenia w pewnych warunkach moga sie réznico-
waé w komdrki okreslonej tkanki i petni¢ role rekon-
strukcyjng. Dotyczy to jednak tylko tkanek pochodzenia
mezodermalnego (np. tkanka chrzestna lub kostna).
Zwykle jednak, to wtasnie dzieki wtasciwos$ciom para-
krynnym petnig role koordynatora naprawy tkankowe;
[10,74,81].

NEURALNE KOMORKI MACIERZYSTE

Tkanka nerwowa wydaje sie najbardziej trudna do
regeneracji w poréwnaniu z innymi tkankami organi-
zmu cztowieka. Dogmat, ktéry ustalit Ramon y Cajal
prawie 100 lat temu [86] ,,w dorostych centrach nerwo-
wych drogi sa ustalone, zakoriczone, niezmienne”, oba-
lono dowodami na podziaty komérek i powstawaniem
nowych neuronéw w mézgu dorostego cztowieka [35]
dopiero w 1998 roku. Dzisiaj znane sg dowody nie tylko
na istnie procesu neurogenezy w dojrzalym mézgu
w strefach neurogennych, ale réwniez na jej aktywa-
cje przez okreslone czynniki rozwojowe w odpowiedzi
na uszkodzenie mézgu [39,79]. W mézgu dorostych ssa-
kéw zlokalizowano dwie strefy neurogenne: strefa oko-
tokomorowa komér bocznych - SVZ (subventricular
zone) oraz podziarnista zakretu zebatego hipokampa -
SGZ (subgranular zone) [4,35,65,128]. Odkrycie neural-
nych komdrek macierzystych NSC (neural stem cells)
oraz stref aktywnej i ciagtej neurogenezy w o$rodko-
wym uktadzie nerwowym zmienito spojrzenie na pla-
stycznos$¢ i regeneracje mézgu. Jednocze$nie zrodzita
sie nadzieja wykorzystania multipotencjalnych wiasci-
wosci komérek NSC do leczenia réznego rodzaju ura-
z6w i chordb neurodegeneracyjnych. W warunkach
in vitro ludzkie komdrki NSC sg zdolne do dtugotrwa-
tego samopowielania, proliferacji oraz réznicowania
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w komdrki neuronalne, astrocytarne i oligodendro-
cytarne [12,13,90]. Gléwnym markerem komdrek NSC
jest nestyna (filament po$redni klasy V1), biatko, ktére
podlega ekspresji w komérkach niezréznicowanych
OUN, ale tez w guzach OUN i w proliferujacych endote-
lialnych progenitorach (endothelial progenitor cells -
EPC) [96]. Naukowcy zacheceni potencjatem neuralnych
komdrek macierzystych upatruja w nich materiat do
terapii komérkowej w leczeniu wielu schorzen zwigza-
nych z utratg funkcji neuronéw lub komdérek glejowych
m.in. w: udarze mézgu, chorobach Parkinsona, Alzche-
imera, Huntingtona, stwardnieniu zanikowym bocznym
i stwardnieniu rozsianym [17,18,69,91]. W wielu mode-
lach zwierzecych tych chordb stosowano transplantacje
komdrek macierzystych lub progenitoréw, obserwujac

poprawe.

Jednak pozyskiwanie ludzkich NSC z obszaréw neurogen-
nych mézgu z oczywistych wzgledéw jest ograniczone,
dlatego otrzymywanie komdrek o podobnym potencjale
z alternatywnych Zrédet jest przedmiotem badan wielu
zespotéw naukowych. Jednym z takich tatwo dostep-
nych, bezpiecznych i niekontrowersyjnych etycznie Zré-
det pozyskiwania komdrek, ktére mozna réznicowaé in
vitro w komérki neuralne sg: krew pepowinowa i gala-
reta Whartona ze sznura pepowinowego [13,24,26,61,70].
Wykazano réwniez mozliwo$¢ uzyskania komdrek o feno-
typie neuralnym w warunkach in vitro z komérek MSC
np. z uzyciem egzosoméw (exosomes - mate pecherzyki
zawierajgce biatka funkcjonalne i materiat genetyczny:
m.in. miRNA, mRNA), mieszaniny neuralnych czynnikéw
indukujacych (neuronal inducing factors) lub w obecno-
$ci nanowtdkien tworzacych tréjwarstwowe rusztowanie
[26, 27, 82, 102]. Trzeba jednak podkresli¢, ze te komdrki
o charakterze neuralnym otrzymano z MSC jedynie
w warunkach in vitro. Jak juz wspomniano obecnie potra-
fimy otrzymywaé komérki typowe dla tkanki nerwowej
i innych tkanek dzieki opracowaniu metody przeprogra-
mowania (reprogramowania) komérek somatycznych do
komérek iPS [101] i mozliwosci ich réznicowania do okre-
$lonego fenotypu. Inng mozliwa otrzymywania komédrek
o wlasciwosciach neuralnych jest konwersja zarodkowych
i postnatalnych fibroblastéw do funkcjonalnych neu-
ronéw z udzialem trzech czynnikéw transkrypcyjnych
(Acl1, Brn2 i Mytl), tzw. ,konwersja fenotypowa bezpo-
$rednia”. Powstate w ten sposéb neurony - iN wykazy-
waly ekspresje swoistych biatek i tworzyty funkcjonalne
synapsy [118]. Mozliwo$¢ otrzymywania komérek iPS oraz
iNSC poszerza potencjalne zZrédta otrzymywania komé-
rek neuralnych dla potrzeb medycyny regeneracyjnej,
ale wciaz nie rozwiazuje problemu bezpieczetistwa ich
wykorzystania w klinice. Wykazano jednak, ze podawanie
komérek NSC wywodzacych sie z komérek pluripotencjal-
nych (ESC lub iPS) w stadium zréznicowanym nie tworzy
teratom [43]. Zachecajgce s réwniez wyniki I fazy badari
klinicznych z wykorzystaniem allogenicznych ptodowych
ludzkich NSC u pacjentéw ze stwardnieniem zanikowym
bocznym [69]. Komérki NSC wykorzystuje sie réwniez
w badanych klinicznych w uszkodzeniu rdzenia krego-
wego oraz w udarze niedokrwiennym [17,19]. W Polsce

przeprowadzono pierwszy na $wiecie, monitorowany kli-
nicznie eksperyment medyczny, w ktérym autologiczne
komérki NSC otrzymane z krwi pepowinowej podano do
OUN pacjenta z ciezkim uszkodzeniem mézgu w wyniku
naglego zatrzymania krazenia [51]. Piecioletnia obser-
wacja wykazala, ze zabieg byt bezpieczny i korzystny dla
pacjenta. Od tego czasu rozpoczely sie w Polsce kolejne
eksperymenty medyczne z wykorzystaniem komérek
macierzystych w chorobach OUN. Spektakularnym przy-
ktadem sukcesu takiej terapii jest zastosowanie komdrek
autologicznych pobranych z opuszki wechowej do regene-
racji rdzenia kregowego [99].

KoMORKI MACIERZYSTE NASKORKA

Naskdrek, jest nabtonkiem wywodzacym sie z ekto-
dermalnego listka zarodkowego (skéra wiadciwa
i tkanka podskérna pochodzg z mezodermalnego listka
zarodkowego i grzebienia nerwowego), jest tkanka
narazong bezposrednio na dziatanie czynnikéw $rodo-
wiska i w zwigzku z tym ulega nieustanej regeneracji
[78,80]. W warunkach fizjologicznych wymiana starych
obumartych komérek naskérka i tworzenie nowych
jest procesem ciggltym i odbywa sie dzieki komérkom
macierzystym, ktére w nim rezydujg. Poza homeostazg,
komérki macierzyste naskdrka, uczestniczag réwniez
w procesach naprawczych spowodowanych urazami
[7,75]. W skérze zidentyfikowano komérki macierzyste
naskdrka (epidermal stem cells) w $ci$le okre$lonych
miejscach: w przedziatach miedzymieszkowych w war-
stwie podstawnej i w wybrzuszeniach mieszka wtoso-
wego oraz gruczoléw tojowych [116]. Wskazuje sie, ze
w procesie regeneracji w warunkach fizjologicznych
gtéwna role odgrywaja komdrki macierzyste z warstwy
podstawnej naskérka. W procesie ostrego gojenia ran
sa prawdopodobnie zaangazowane komdrki macierzy-
ste wybrzuszenia mieszka wtosowego, ktérych uszko-
dzenie funkcji nie wptyneto na odnowe naskérka [46].
Wydaje sie, ze komérki macierzyste naskérka wywo-
dzace sie z réznych miejsc moga spetniaé odmienne
funkcje. Komérki macierzyste z mieszka wlosowego
majg wiekszy potencjat do réznicowania i samoodnowy
niz SC izolowane z przedzialéw miedzymieszkowych
[50]. Charakteryzuje je odmienny zestaw markeréw
stuzacych do ich identyfikacji. Komdrki epidermalne
naskérka izolowane z przedzialéw miedzymieszkowych
odznaczaja sie¢ m.in. wysoka ekspresja p1-integryny
i a6-integryny, obnizona ekspresja CD71 i keratyny-15.
Komérki macierzyste z mieszkéw wtosowych wyrdznia
m.in. ekspresja keratyny-19 i oraz obecno$é antygendw
CD200i CD271 [7,116]. W mieszku wlosowym wystepuja
réwniez inne populacje komdrek macierzystych np.
w brodawce wlosa i torebce wiéknistej wykazano obec-
no$é mezenchymalnych komdrek macierzystych [43].
Komdrki macierzyste i progenitorowe naskdrka two-
rza bardzo niejednorodne populacje komdrek, charak-
teryzujace sie réznymi wlasciwosciami, tj. potencjatem
proliferacyjnym i zdolno$ciami do réznicowania [1,62].
tatwa dostepno$¢ i cechy ,macierzystosci” umozli-
wiajg ich wykorzystanie zaréwno w badaniach bio-
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logicznych, jak tez w medycynie regeneracyjnej [93].
Komérki macierzyste naskérka stosuje sie m.in do
leczenia trudno gojacych sie ran, rozlegtych oparzet
skéry i owrzodzen. Pobrany od pacjenta niewielki frag-
ment zdrowej skéry jest Zrédlem keratynocytéw. Kera-
tynocyty warstwy podstawnej naskdrka dajg poczatek
komérkom o wysokim potencjale proliferacyjnym,
przej$ciowo namnazajgcym sie (transient amplyfying).
Kolonie keratynocytéw SC zwane holoklonami, namna-
zane w warunkach in vitro, po 2-3 tygodniach formuja
nastepne warstwy komédrek naskérka (sheets of epider-
mal cells), ktére sg materialem tkankowym, gotowym
do przyczepu na ubytki powtok ciata [60,75]. Potencjat
komérek macierzystych naskérka do regeneracji i réz-
nicowania w potaczniu z hodowla in vitro oraz terapia
genowa moze tez by¢ szansa dla pacjentéw z choro-
bami dermatologicznymi o podlozu genetycznym np.
pecherzykowe oddzielanie naskérka zwigzane z defek-
tem genu kodujgcego np. kolagen typu VII (COL7A1)
[29]. Latwa dostepno$¢ i skala wystepowania komdrek
macierzystych naskdrka, ich whagciwosci immunomo-
dulacyjne w uktadzie allogenicznym oraz wysoki sto-
pieni plastycznosci powoduja, ze sa cennym materiatem
klinicznym [8,23,62].

REGULACJE PRAWNE TERAPII KOMORKOWE) OBOWIAZUJACE W Povsce

Formalny status komdrek macierzystych i regulacje doty-
czace zastosowania terapeutycznego komérek macierzy-
stych nie sa jednoznaczne i ciagle podlegaja dyskus;ji.

W odniesieniu do komdrek macierzystych moga mieé
zastosowanie akty prawne m.in. ustawa o pobieraniu,
przechowywaniu i przeszczepianiu komérek, tkanek
i narzaddw [111, 112] oraz Dyrektywy Parlamentu Euro-
pejskiego 2004/23/WE, Dyrektywy Komisji, 2006/17/
WE, 2006/86/WE [28,30, 32, 33]. Jesli komdérki spetniajg
wymagania zawarte w definicji produktu leczniczego
oraz warunki wskazane w Rozporzadzeniu nr 1394/2007
Parlamentu Europejskiego i Rady to moga by¢ trakto-
wane jako tzw. ,,produkty lecznicze terapii zaawanso-
wanej” - ATMP (advanced-therapy medicinal product)
[31,88,109,110]; tabela 1.

Watpliwosci badaczy budzi juz sam proces klasyfikowania
komdrek macierzystych. Wedtug Rozporzadzenia (WE) nr
1394/2007 Parlamentu Europejskiego i Rady produkty lecz-
nicze somatycznej terapii komérkowej, jak réwniez pro-
dukty inzynierii tkankowej sg grupa produktéw leczniczych
terapii zaawansowanych. Produkty moga mie¢ wlasciwosci
regeneracyjne, naprawcze lub zastepujace ludzkie tkanki.
Wspomniana regulacja europejska definiuje modyfikacje,
jakim komérki moga podlegaé w celu spetnienia funkcji
jako produktu leczniczego. Taka klasyfikacja powoduje, ze
komérki macierzyste, w badaniach klinicznych traktowane
jako produkty lecznicze terapii zaawansowanej powinny
spetnia¢ wymogi dobrej praktyki klinicznej oraz dobrej
praktyki wytwarzania. Rozporzadzenie powstato z my$la
o ATMP wytwarzanych metodami przemystowymi lub
powstajgcymi w oparciu o metode obejmujgca swym zakre-

sem proces przemystowy. W tym znaczeniu wprowadzenie
do terapii komdrek macierzystych powinno podlegaé takim
samym regutom jak wprowadzenie nowego leku. Nie doty-
czy to jednak komdrek przygotowanych na potrzeby poje-
dynczego pacjenta, ktérych podawanie moze sie odbywaé
w szpitalu na wylgczng odpowiedzialno$¢ lekarza prze-
prowadzajacego zabieg [88]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
przypadki wylaczenia szpitalnego z zastosowaniem ATMP
wymagajg nadal uzyskania zgody gtéwnego inspektora
farmaceutycznego, wydawanej na podstawie decyzji [roz-
dzial 3, art. 38a; 109]. Komérki macierzyste, ktére nie pod-
legaja przedtransplantacyjnym procedurom hodowlanym
moga by¢ traktowane jako materiat transplantacyjny, a ich
zastosowanie wymaga zgody lokalnej komisji bioetycznej
oraz pozwolenia ministra zdrowia. Je$li podmiot ma zamiar
wykonywaé czynno$ci zwigzane z gromadzeniem, prze-
twarzaniem, sterylizacja, przechowywaniem i dystrybucja
komérek, to powinien uzyskaé pozwolenie ministra zdro-
wia jako bank tkanek i komdrek zgodnie z ustawa z dnia 1
lipca 2005, art. 25 [111]. Wniosek o uzyskanie pozwolenia
nalezy ztozy¢ do Krajowego Centrum Bankowania Tkanek
i Komdrek, natomiast pozwolenia na okres 5 lat udziela
minister wlasciwy do spraw zdrowia na wniosek Krajowego
Centrum Bankowania Tkanek i Komérek, po zaopiniowaniu
przez Krajowg Rade Transplantacyjna.

Jesli dotyczy to np. pobierania komdérek od zywych
dawcéw, pobieranie moze sie odbywaé wylacznie
w zaktadach opieki zdrowotnej i wymagane jest réw-
niez uzyskanie pozwolenia ministra zdrowia na podsta-
wia art. 36 tejze ustawy. W celu uzyskania pozwolenia
postepuje sie jak wyzej, z tym ze zadania i czynnosci
Krajowego Centrum Bankowania Tkanek i Komdrek
wykonuje Centrum Organizacyjno-Koordynacyjne do
spraw Transplantacji ,,Poltransplant” a minister wta-
$ciwy do spraw zdrowia przed wydaniem pozwolenia
réwniez zasiega opinii Krajowej Rady Transplantacyj-
nej [1,37,111].

Postepowanie polegajace na testowaniu komérek, tka-
nek i narzadéw moze by¢ podejmowane wylgcznie
w medycznym laboratorium diagnostycznym w rozu-
mieniu przepiséw ustawy o diagnostyce laboratoryj-
nej [113], majacym pozwolenie ministra wlasciwego
do spraw zdrowia na wykonywanie tych czynno$ci
[1,37,111]. Ponadto, je$li komérki maja by¢ stosowane
u ludzi w ramach nawet eksperymentu badawczego/
leczniczego, nalezy je stosowal zgodnie z wymogami,
jakie powinien spetniaé system zapewnienia jako$ci
banku tkanek i komérek zgodnie z Rozporzgdzeniem
ministra zdrowia z dnia 9 paZdziernika 2008 r. [89].

Obiekcje budzi interpretacja definicji eksperymentu
medycznego oraz badania klinicznego i ich impli-
kacje. Ustawa z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach
lekarza i lekarza dentysty [114,115] wprowadza roz-
réznienie eksperymentu medycznego przeprowadza-
nego na ludziach na eksperyment leczniczy i badawczy,
podajac definicje obu eksperymentéw. Przeprowadze-
nie eksperymentu moze sie odby¢ jedynie po uzyskaniu
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Tabela 1. Najwazniejsze akty prawne dotyczace zastosowania komdrek w terapii

DYREKTYWA 2004/23/WE PARLAMENTU EUROPEJSKIEGO | RADY
zdnia 31 marca 2004 .

w sprawie ustalenia norm jakosci i bezpiecznego oddawania, pobierania, testowania, przetwarzania,
konserwowania, przechowywania i dystrybucji tkanek i komérek ludzkich.

DYREKTYWA KOMISJI 2006/17/WE z dnia 8 lutego 2006 .

wprowadzajaca w zycie dyrektywe 2004/23/WE Parlamentu Europejskiego i Rady w odniesieniu do
niektorych wymagan technicznych dotyczacych dawstwa, pobierania i badania tkanek i komdrek
ludzkich.

DYREKTYWA KOMISJI 2006/86/WE z dnia 24 pazdziernika 2006 r.

wykonujaca dyrektywe 2004/23/WE Parlamentu Europejskiego i Rady w zakresie wymagan
dotyczacych mozliwosci $ledzenia, powiadamiania o powaznych i niepozadanych reakcgach
i zdarzeniach oraz niektorych wymagan technicznych dotyczacych kodowania, przetwarzania,
konserwowania, przechowywania i dystrybucji tkanek i komérek ludzkich.

DYREKTYWA KOMISJI 2015/565 z dnia 8 kwietnia 2015 .

zmieniajaca dyrektywe 2006/86/WE w odniesieniu do niektérych wymagan technicznych
dotyczacych kodowania tkanek i komarek ludzkich.

DYREKTYWA KOMISJI 2009/120/WE z dnia 14 wrze$nia 2009 .

zmieniajaca dyrektywe 2001/83/WE Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie wspdlnotowego
kodeksu odnoszacego sie do produktow leczniczych stosowanych u ludzi w zakresie produktow
leczniczych terapii zaawansowanej (dotyczy komarek traktowanych jako produkty lecznicze).

ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 29 wrzesnia 2016 .

w sprawie szczegétowych warunkow pobierania, przechowywania i przeszczepiania komérek, tkanek
i narzadow Dz.U. poz. 1674
(m.in. kompetencje i uprawnienia personelu pobierajacego i warunkéw podmiotéw gdzie nastepuje
pobranie).

ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 20 listopada 2006 .

w sprawie wymagan fachowych i sanitarnych dla bankéw tkanek i komdrek Dz.U. poz 1598.

ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 20 marca 2015 .

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 29 wrze$nia 2016 r. w sprawie szczegétowych warunkéw
pobierania, przechowywania i przeszczepiania komérek, tkanek i narzadéw

ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 29 czerwca 2011 .

w sprawie wzoru wniosku o wydanie zgody na wytwarzanie produktéw leczniczych terapii
Zaawansowanej

ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA z dnia 9 listopada 2015 .

W sprawie wymagan Dobrej Praktyki Wytwarzania Dz.U. 2005 poz. 1979.

ROZPORZADZENIE MINISTRA ZDROWIA 1169 z dnia 9
pazdziernika 2008 .

Obwieszczenie Ministra Zdrowia z dnia 16 czerwca 2015

w sprawie wymagan, jakie powinien spetnia¢ system zapewnienia jakosci w bankach tkanek
i komarek. Dz.U. 2008 poz. 1169 z pdzniejszymi zmianami Dz.U. 2014 poz. 772.

w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu rozporzadzenia Ministra Zdrowia w sprawie wymagan, jakie
powinien spetniac system zapewnienia jakosci w bankach tkanek i komdrek Dz.U. 2015 poz. 967.

ROZPORZADZENIE (WE) NR 1394/2007 PARLAMENTU
EUROPEJSKIEGO | RADY z dnia 13 listopada 2007 .

w sprawie produktow leczniczych terapii zaawansowanej i zmieniajace dyrektywe 2001/83/WE oraz
rozporzadzenie (WE) nr 726/2004 (dotyczy m.in. komdrek traktowanych jako produkty lecznicze).

USTAWA z dnia 6 wrzesnia 2001 r. Ustawa Prawo farmaceutyczne

USTAWA z dnia 9 kwietnia 2015 r. 0 zmianie ustawy Prawo
farmaceutyczne oraz niektérych innych ustaw. Dz.U. 2015 poz.
788

Obwieszczenie Marszatka Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej z dnia
7 grudnia 2016 .

Ustawa Prawo farmaceutyczne. Dz.U. 2001 Nr 126 poz. 1381, Dz.U.2008 nr 45 poz. 271z pozn, zm.

Ustawa o zmianie ustawy Prawo farmaceutyczne oraz niektdrych innych ustaw.
(dotyczy m.in. komérek traktowanych jako produkty lecznicze).

w sprawie ogtoszenia jednolitego tekstu ustawy — Prawo farmaceutyczne Dz.U. 2016 poz. 2142.

USTAWA z dnia 1 lipca 2005 .

0 pobieraniu, przechowywaniu i przeszczepianiu komorek, tkanek i narzadéw Dz.U.2005 nr 169 poz.
1411.

USTAWA z dnia 17 lipca 2009 r.

0 zmianie ustawy o pobieraniu, przechowywaniu i przeszczepianiu komorek, tkanek i narzadéw oraz
0 zmianie ustawy — Przepisy wprowadzajace. Kodeks karny: Dz.U. 2009 r. nr 141, poz. 1149.

USTAWA z dnia 23 marca 2017 r.

0 zmianie ustawy o pobieraniu, przechowywaniu i przeszczepianiu komérek, tkanek i narzadéw Dz.U.
2017 poz. 798.

USTAWA z dnia 5 grudnia 1996
USTAWA z dnia 28 kwietnia 2011r.

USTAWA z dnia 24 lutego 2017 r.

0 zawodach lekarza i lekarza dentysty Dz. U.z 2008 r. Nr 136, poz. 857, z pézn. zm.
0 zmianie ustawy o zawodach lekarza i lekarza dentysty Dz.U.2011.113.658.

0 zmianie ustawy o zawodach lekarza i lekarza dentysty oraz ustawy o pobieraniu, przechowywaniu
i przeszczepianiu komdrek, tkanek i narzadow Dz.U. 2017 poz. 767.
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pozytywnej opinii komisji bioetycznej. Ponadto, o ile
ustawa o prawie farmaceutycznym precyzyjnie defi-
niuje badanie kliniczne produktu leczniczego: ,,...jest
eksperymentem medycznym z uzyciem produktu lecz-
niczego przeprowadzanym na ludziach”, o tyle juz gra-
nica, kiedy eksperyment medyczny staje sie badaniem
klinicznym nie jest jednoznaczna [109,110].

PobsumowaNiE

Komoérki macierzyste dzieki zdolno$ciom do réznico-
wania i samopowielania w warunkach fizjologicznych
zapewniajg utrzymanie homeostazy tkankowej, a takze
moga braé udzial w regeneracji uszkodzeri powsta-
tych w wyniku choroby lub urazu. W bardzo rozlegtych
uszkodzeniach, w warunkach naturalnych, obecne
w tkankach somatycznych komérki macierzyste wyste-
puja w zbyt malej liczbie, zeby zagwarantowaé catko-
witg regeneracje. Dlatego opracowanie skutecznych,
bezpiecznych i efektywnych metod pozyskiwania
i zastosowania terapeutycznego komérek macierzy-
stych rodzi nadzieje na leczenie lub poprawe funkcjo-
nowania nieuleczalnie chorych pacjentéw.

Stosowanie pluripotencjalnych zarodkowych komdrek
macierzystych uzyskiwanych z zarodkéw ludzkich jest
etycznie kontrowersyjne, a w przypadku bezpo$redniego
przeszczepiania wigze si¢ z zagrozeniem wystepowania
teratom - nieztosliwych rozrostéw nowotworowych.
Mozliwo$¢ otrzymania komérek iPS eliminuje zastrzeze-
nia etyczne, ale podobnie jak w przypadku ESC narzuca
konieczno$¢ réznicowania komérek do bezpiecznych
populacji, niedajgcych ryzyka tworzenia teratom, dla-
tego obecnie zastosowanie komdrek pluripotencjalnych
jest jeszcze w fazie badan eksperymentalnych i przed-
klinicznych. Leczenie za pomoca autologicznych lub
allogenicznych HSC i progenitoréw hematopoetycznych
jest juz standardem klinicznym w réznego typu choro-
bach krwi. Prowadzi sie réwniez do$wiadczenia w celu
wykorzystania komérek szpiku kostnego w regeneracji
mieénia sercowego. Liczne sa tez doniesienia o prébach
stosowania komdrek macierzystych w regeneracji uszko-
dzonego uktadu nerwowego, ale jedynie potwierdzony
wynik ich stosowania polega na poprawie czynnosciowe;j
wywotanej prawdopodobnie przez neuroprotekcyjne
czynniki troficzne wydzielane przez przeszczepione SC
[67,74,91]. Obecnie, ze wzgledu na wlasciwosci immuno-
supresyjne/immunomodulacyjne, wiele uwagi kieruje
sie na MSC pod katem ich zastosowania w transplan-
tologii oraz w chorobach autoimmunologicznym, np.
Le$niowskiego-Crohna lub schorzeniach neurodegenar-
cyjnych [16,37].

Standaryzacja metod otrzymywania i hodowli komd-
rek macierzystych jest jednym z podstawowych wyzwan
wspdlczesnej terapii komédrkowej, a protokotly izolacji
komérek macierzystych w celu zwiekszenia efektywno-
$ci i czysto$ci otrzymanych populacji oraz bezpieczen-
stwa ich stosowania (dawki i sposéb podawania) nadal

wymagajg dopracowania. Gtéwnym problemem jest to,
ze wyjéciowa populacja komérek jest heterogenna i mimo
postepu (automatyzacji) metod wciaz brakuje skutecz-
nych markeréw dla SC terapeutycznie kompetentnych.

Stosowanie komédrek macierzystych w medycynie
nalezy analizowal wieloptaszczyznowo. Jedng ptlasz-
czyzne tworza same unikalne wtasciwosci biologiczne
komérek macierzystych, ktére wciaz podlegaja bada-
niom eksperymentalnym (szczegdlnie w uktadzie in
vivo). Trudno$ci zwigzane sg réwniez ze sposobem
monitorowania ich w organizmie, aczkolwiek odno-
towuje sie duzy postep technologiczny w tej dziedzi-
nie. Druga plaszczyzne jest oszacowanie, jaka liczba
(zasobno$¢ organizmu, wydajno$¢é metod izolacji,
mnogo$¢ zrédet) i jako$é wyizolowanych komérek
(charakterystyka populacji terapeutycznej, heterogen-
no$¢é populacji) jest niezbedna do osiggniecia pozytyw-
nego skutku terapeutycznego. Innym problemem jest
czas potrzebny do namnozenia i ewentualnej manipu-
lacji genetycznej (terapia genowa). W rozwazaniach na
temat zastosowania terapeutycznego komérek macie-
rzystych nie sposéb poming¢ tez kosztéw, jakie za sobg
pociaga procedura (np. izolacja, ewentualna manipula-
cja i hodowla in vitro) zwiazana z ich uzyciem. Bardzo
waznym aspektem mozliwo$ci stosowania komérek
macierzystych w medycynie regeneracyjnej jest stwo-
rzenie jednoznacznych przepiséw regulujacych status
komérek macierzystych, a jednocze$nie gwarantuja-
cych bezpieczeristwo i monitorowanie kazdego etapu
ich stosowania zaréwno w laboratorium, jak i w kli-
nice. W Polsce przepisy sa zwiazane z konieczno$cia
otrzymywania zezwolen ministerstwa zdrowia na
otrzymywanie i zastosowanie SC do celédw terapeu-
tycznych w oparciu o ustawe z 1 lipca 2005 r., z p6z-
niejszymi zmianami [111,112], ktéra bezpos$rednio nie
precyzuje statusu komérek macierzystych i nie odnosi
sie do dtugotrwatych procedur hodowlanych zwia-
zanych z przygotowaniem komérek terapeutycznie
kompetentnych. Jednak biorgc pod uwage mozliwo$é
traktowania takich komérek jako ATMP, podlegaja
one regulacjom gltéwnego inspektora farmaceutycz-
nego oraz regulacjom instytucji europejskich: Euro-
pejskiej Agencji Lekéw (European Medicines Agency
- EMA) i dziatajacemu przy niej Komitetowi ds. Terapii
Zaawansowanych (Committee for Advanced Therapies
- CAT).

Wspomniane trudno$ci powoduja, ze z wyjatkiem
komérek hematopoetycznych zastosowanie komérek
macierzystych w rutynowej terapii jest coraz blizsza
i realna, ale nadal przysztoscia.
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