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prawo do legalnego uzycia marihuany. Chory na jas-
kre Robert C. Randall zostat w 1976 roku uniewin-
niony z zarzutu hodowania na balkonie marihuany,
ktorej uzywat aby leczy¢ jaskre. Sedzia James A. Wa-
shington, oglaszajac wyrok stwierdzil, ze zto, ktorego
Randall chciat uniknaé, slepota, jest wickszym ztem
niz hodowanie marihuany.

Rak

W latach 70. stwierdzono, ze kanabinoidy hamu-
ja rozmnazanie komorek nowotworowych. Badania
wykazaty, ze dzialaja one na rozne linie komorkowe
i na rozne sposoby. Wiedza na temat przeciwno-
wotworowego dziatania marihuany powigksza sie
szybko. Kanabinoidy hamuja angiogeneze (tworze-
nie naczyn krwiono$nych) i inwazje nowotworow.
Aktywne sa roézne kanabinoidy syntetyczne, nieza-
leznie od posiadanych wtasnosci psychotropowych.
Badania wykazaty na przyktad, ze komorki ludzkiego
czerniaka (przeszczepione na myszy) noszg receptory
CBI1 i CB2, ktorych pobudzenie hamuje wzrost, pro-
liferacje, angiogeneze i przerzuty, oraz nasila §mier¢
apoptotyczna. Aktywujac receptory CB2, THC ha-
muje proliferacj¢ ludzkiego raka sutka. Lista nowo-
tworow, ktorych rozwoj hamuje THC stale si¢ wy-
dhuza, i mozna mie¢ nadziej¢, ze badania na tym polu
zaowocujg powstaniem nowych, skutecznych metod
leczenia raka.

ks

Podsumowujac wydaje sie, ze potencjat lecz-
niczy marihuany, zawartych w niej kanabinoidow

1 syntetycznych lekow o podobnej budowie, jest ol-
brzymi. Rownie olbrzymi, chociaz nieuzasadniony,
jest spoteczny lgk i opor przed szerszym siggnigciem
do tego naturalnego zrodta potencjalnie wspaniatych
a niedrogich lekow. We wspotczesnej medycynie sto-
suje si¢ wiele lekow o znacznie wigkszym potencja-
le uzalezniajacym i znacznie wigkszej toksycznosci,
zeby wspomnie¢ opioidy, takie jak morfing czy ko-
deing, kokaine (obecnie tylko do znieczulenia miej-
scowego w okulistyce i laryngologii), benzodiazepi-
ny (jak relanium czy Xanax), barbiturany, ketaming,
amfetaminy, antagonistow dopaminowych itp., a spo-
leczenstwo akceptuje uzywanie w celach rekreacyj-
nych alkoholu i nikotyny, powodujacych posrednio
1 bezposrednio $mier¢ setek tysiecy ludzi na Swiecie.
W tym stanie rzeczy utrzymywanie nielegalnego sta-
tusu preparatow z konopi wydaje si¢ wyjatkowym
absurdem.

Istnieje wcigz wiele ludzi przekonanych o tym, ze
uzywanie konopi jest ztem, za ktore nalezy surowo
kara¢. Sadze, ze za trzydziesci lat bedziemy na nich
patrzy¢ z takim samym politowaniem, jak dzisiaj pa-
trzymy na tych, ktoérzy 30 lat temu wsadzali do wig-
zien ludzi trzymajacych w domu dolary i funty, §wigcie
wierzac, ze posiadanie tzw. dewiz jest ztem ptynacym
ze zgnitych krajow kapitalistycznych. Przed tg zgnili-
zng moralng uchroni¢ nas mogto tylko przetrzymywa-
nie paszportow w komendach wojewodzkich Milicji
Obywatelskiej i wydawanie ich po uwazaniu jedynie
osobom zastugujacym na wiar¢. Miejmy nadzieje, ze
spoteczne opory przed marihuang upadng tak samo,
jak lgk przed imperialistami, i ze podobnie upadek
tego leku wyjdzie nam tylko na dobre.
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CzY MOZNA ZROBIC MOZG ZE SKORY?

Czy mozna zrobi¢ moézg ze skory? To pytanie
brzmi jak zadane przez kilkuletnie dziecko, ktore jest
cieckawe wszystkiego i jeszcze nie zna ograniczen
otaczajacego go $wiata. Z kolei dorosty od razu za-
pytatby po co? A jesli znalaziby wystarczajaco dobry
powod, to na pewno chcialby wiedzie¢, jak mieliby-
$my to zrobi¢. W niniejszym artykule postaramy si¢
odpowiedzie¢ na te pytania, a przy okazji przedsta-
wi¢ blyskawiczny postep, jaki dokonal si¢ w bada-
niach nad komoérkami macierzystymi oraz medycyna

regeneracyjng uktadu nerwowego w ostatnich latach.
Dynamiczny rozwdj tych dziedzin byt mozliwy dzig-
ki uzyskaniu tzw. indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych (iPSC, ang. induced pluripo-
tent stem cells). Opracowanie technologii ,,produkcji”
iPSC, czyli tzw. reprogramowanie komorek zostato
wyroznione w roku 2012 Nagroda Nobla w dziedzi-
nie fizjologii lub medycyny. Warto podkresli¢, iz byta
to nagroda przyznana btyskawicznie, gdyz zaledwie
6 lat po publikacji pierwszych wynikow o iPSC przez




Wszechswiat, t. 115, nr 1-3/2014

TYDZIEN MOZGU

Prof. Shinyi Yamanake¢ na tamach czasopisma Cell.
Poniewaz zrozumienie podstaw reprogramowania
komorek jest kluczowe dla odpowiedzi na postawio-
ne powyzej pytania, niniejszy tekst rozpoczynamy od
omoOwienia tego zjawiska.

Profesor Yamanaka, komorki iPSC i ,neurony ze skéry”

Co musieliby$my zrobi¢ z komorkami skory, aby
uzyskac¢ z nich komorki budujace inne narzady np.
mozg? Zaréwno fibroblasty, jak i neurony sa komor-
kami zréznicowanymi, czyli juz ostatecznie wyspe-
cjalizowanymi i zmiana jednych w drugie wydaje si¢
przeczy¢ naszej podstawowej wiedzy biologiczne;.
Jednak w organizmach zwierzat istnieje grupa ko-
morek o réznym stopniu zdolnosci do réznicowania
w inne rodzaje komorek. Naleza do nich tzw. komor-
ki toti-, pluri-, multi- oraz unipotencjalne (Ryc. 1).
R&7nig si¢ one od siebie poziomem wszechstronnosci
réznicowania. Komorki pluripotencjalne (np. komor-
ki wezta zarodkowego blastocysty, embrionalne ko-
morki macierzyste czy komorki iPS), ktorych dotyczy
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Ryc. 1. W organizmach zywych istnieja komorki macierzyste zdolne do
zmiany w inny rodzaj komorek. Wsrod komorek zarowno rozwijajacego
si¢ jak i dojrzatego organizmu wstegpuja komorki o roznej zdolnosci zmia-
ny w inne typy komorek (wszechstronnos¢ réznicowania). Najbardziej
,;uzdolnione komorki” wystepuja we wezesnych etapach rozwoju zarodka
i moga wytworzy¢ zardwno wszystkie rodzaje komorek budujacych orga-
nizm, jak i tkanki pozazarodkowe.

ponizszy artykul moga wytworzy¢ wszystkie rodza-
je komorek budujacych organizm, m.in. — neurony
i komorki glejowe. Czytelnikow zainteresowanych
bardziej doglgbnym opisem réznic pomiedzy wymie-
nionymi powyzej komoérkami zachgcamy do lektury
artykutu przegladowego Prof. Jacka Kubiaka i Prof.
Marii Ciemerych opublikowanego w 2013 roku na
tamach specjalnego numeru Postgpow Biochemii po-
swieconego komoérkom macierzystym, bioinzynierii
i regeneracji (tom 59, nr 2). Warto w tym miejscu
wspomnie¢, iz juz od wielu lat trwaja badania nad
optymalizacja réznicowania komorek pluripotencjal-
nych, zarowno in vitro, jak i in vivo, do neuronow
i gleju, podstawowych elementow tkanki nerwowe;j.
W ostatnim okresie coraz odwazniej i na szersza

skale wykorzystuje si¢ je w medycynie regeneracyjne;j
uktadu nerwowego, np. w terapii uszkodzonego rdze-
nia krggowego. A zatem, nawiazujac do pytania posta-
wionego w tytule, gdyby udalo si¢ zmienic¢ fibroblasty
w komorki pluripotencjalne bytoby mozliwe uzyska-
nie z nich neurondéw. Pytanie o odwracalno$¢ procesu
réznicowania nurtuje badaczy juz od prawie 80 lat.
Pierwszy eksperyment, tzw. ,,fantastisch Experiment”
zasugerowat w latach 30 embriolog i laureat Nagrody
Nobla Hans Spemann. Zaproponowane przez niego
doswiadczenie miato polega¢ na przeszczepieniu ja-
dra komorkowego zréznicowanej komorki somatycz-
nej do pozbawionego wlasnego materiatu genetycz-
nego oocytu. Gdyby powstaly w ten sposob zarodek
zaczal si¢ rozwija¢ dowodzitoby to, iz materiatl ge-
netyczny zawarty w zroznicowanych komorkach nie
traci bezpowrotnie zdolnosci do sterowania rozwoju
réznych rodzajéw komorek i moze zosta przepro-
gramowany przez cytoplazme komorki totipotencjal-
nej. Pierwsze do$wiadczenia dowodzace stusznosci
tej hipotezy przeprowadzil wiele lat p6zniej John
Gurdon, za co w roku 2012 otrzymat Nagrod¢ No-
bla wspolnie z Shinyi Yamanaka. Podejscie to, zwane
transferem jadrowym, pozwolilo takze Wilmutowi
1 Campbellowi na uzyskanie w roku 1997 pierwszego
klonu ssaka - stawnej owieczki Dolly. Jednak wspo-
mniane doswiadczenia nie dostarczyly bezposred-
niego dowodu na istnienie mozliwos$ci przeprogra-
mowywania komorek zréznicowanych do komorek
pluripotencjalnych. Trzeba byto na niego czeka¢ duzo
dtuzej, gdyz wymagato to zdobycia doglebnej wie-
dzy na temat molekularnych mechanizmow utrzyma-
nia pluripotencji i réznicowania komoérek. W efekcie
wieloletnich badan stato si¢ oczywiste, iz w trakcie
réznicowania komorek somatycznych zachodza row-
noczesnie dwa wazne procesy: wyciszenie gendow
pluripotencji i aktywacja produkcji biatek tkankowo
specyficznych. Jednoczesnie zidentyfikowano bialka,
ktoére byly konieczne dla utrzymania pluripotencji za-
rodkowych komoérek macierzystych. Wiedzg te wy-
korzystat zespot Yamanaki — wprowadzajac do my-
sich fibroblastow 24 sposrod nich. Byly to wylacznie
czynniki transkrypcyjne, czyli biatka odpowiedzialne
za regulacje ekspresji genow. W tym eksperymencie
byly one charakterystyczne dla komoérek macierzy-
stych. W efekcie zespol Yamanaki, jako pierwszy na
swiecie, uzyskat z komoérek zréznicowanych — ko-
morki o charakterystyce zarodkowych komorek ma-
cierzystych. Dalsze badania pozwolily zredukowac
liczbe koniecznych biatek do czterech (Oct4, Klf4,
Sox2 i c-Myc, w skrocie OKSM) oraz wykazaé, iz po-
dobnie mozna przeprogramowac ludzkie fibroblasty.
Uzyskane metoda Yamanaki komodrki nazwano
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indukowanymi pluripotencjalnymi komoérkami ma-
cierzystymi (Ryc. 2, 3). Badania innych zespotow po-
kazaty, iz do uzyskiwania komorek iPSC mozna w po-
dobny sposob wykorzystywac inne rodzaje komorek
np., keratynocyty czy limfocyty. Wazna cechg iPSC,
niezaleznie od pochodzenia, jestich zdolno$¢ do r6zni-
cowania do komorek charakterystycznych dla wszyst-
kich trzech listkoéw zarodkowych, w tym do komorek
neuralnych, takich jak neurony oraz komorki glejowe
(Ryc. 2, 3). Badania ostatnich kilku lat, bazujace na
wieloletnim do§wiadczeniu badaczy w hodowli i roz-
nicowaniu komorek neuroprekursorowych w warun-
kach in vitro, udowodnity takze, iz uzyskane z iPSC
neuroprekursory mozna ukierunkowaé¢ w rozwoju
tak, aby powstaty z nich neurony (iPSC-N) o poza-
danej charakterystyce neurochemicznej np. glutama-
tergiczne, GABA-ergiczne, dopaminergiczne, czy tez
serotonergiczne (Ryc. 3). Warto na koniec zaznaczy¢,
iz iPSC-N mogg rozwija¢ si¢ nie tylko w szalkach
hodowlanych, ale takze po wszczepieniu uzyskanych
z iPSC neuroprekursoréw w uktadzie nerwowym ssa-
kéw (Ryc. 3).

komarki
iPSC neuroprekursorowe

>80~

A,
",

komirki skéry
(np. fibroblasty)

, ] réznicowanie
5
& 0+
e
¢ reproc iefrdZnico ! jr i iN

Ryc. 2. Ludzkie neurony mozna uzyska¢ z fatwo dostgpnych komorek
skory metoda przeprogramowywania. Metoda przeprogramowywania
komorek opracowana przez laureata Nagrody Nobla Shinyi Yamanake
umozliwita produkcj¢ ludzkich pluripotencjalnych komoérek macierzy-
stych, a z nich neuroprekursoréow i neuronéw (iPSC-N). Dalsze prace
badaczy umozliwily takze uzyskiwanie neuronow (iN) bezposrednio
z fibroblastow z pominigciem iPSC (tzw. transdyferencjacja). Bardziej
szczegolowe objasnienia w teksScie.

Obserwacja poczyniona przez zespot Yamanaki, ze
komorki mozna reprogramowac poprzez genetyczng
zmiang¢ repertuaru znajdujacych si¢ w nich czynni-
kow transkrypcyjnych pozwolila takze na opraco-
wanie alternatywnej metody produkcji neuronow
z fibroblastow. Werning i wspotpracownicy (Uniwer-
sytet Stanforda, USA) wykazali, iz wprowadzenie do
fibroblastow koktajlu czynnikéw transkrypcyjnych
istotnych dla rozwoju neuronow (Brn2, Ascll i Mytll,
okreslanych wspolnie skrotem BAM) prowadzi do
ich bezposredniej zmiany w neurony (tzw. indukowa-
ne neurony, iN), bez konieczno$ci uzyskiwania iPSC.
Jest to proces przeprogramowania bezposredniego,
zwany takze transdyferencjacja (Ryc. 2). Co ciekawe,

manipulujac odpowiednio zestawem wprowadzanych
do fibroblastow czynnikow transkrypcyjnych i ma-
tych RNA (tzw. mikroRNA) mozna bylo uzyskiwaé
iN o pozadanej charakterystyce np. neurony dopa-
minergiczne lub neurony motoryczne. Wigcej szcze-
gotowych informacji na temat procesu transdyferen-
cjacji czytelnicy moga znalez¢ w naszym artykule
przegladowym we wspomnianym powyzej numerze
Postepow Biochemii.

Po co nam neurony ze skory?

A zatem odpowiedz na jedno z postawionych powy-
zej pytan — czy da si¢ uzyska¢ neurony z fibroblastow
lub innych zréznicowanych komorek — brzmi: tak, jest
to mozliwe. W tej czesci artykutu chceieliby$my odpo-
wiedzie¢ na drugie z postawionych na samym poczatku
pytan, czyli, po co w ogdle to robi¢. Aby zrozumie¢ po-
wody sankcjonujace ogromne naktady finansowe, jak
i wysilek badaczy wktadany w ostatnich kilku latach
w ten wlasnie kierunek badan, trzeba sobie uswiado-
mi¢, iz wezesniej ludzkie komorki neuroprekursorowe
oraz ludzkie neurony byly praktycznie niedost¢pne.
Ograniczato to znacznie postep badan podstawowych
nad schorzeniami uktadu nerwowego, oceng toksycz-
nosci roznych substancji na ludzkie komorki nerwowe
oraz rozw0j medycyny regeneracyjnej. Pojawienie si¢
technologii przeprogramowywania komorek zupetnie
zmienilo t¢ sytuacje. Komorki iPSC-N 1 iN moga by¢
wykorzystywane do wszystkich tych zastosowan, przy
czym najczesciej stuzg do opracowywania, zarowno in
vitro, jak 1 in vivo, modeli komoérkowych ludzkich pato-
logii uktadu nerwowego. Tylko w ostatnich 3-ch latach,
w czotowych czasopismach naukowych, takich jak Na-
ture, Science i Cell, opublikowano ponad dwadziescia
prac opisujacych opracowanie modeli komorkowych
bardzo roznych ludzkich chorob uktadu nerwowego.
Sg wsrod nich zarowno choroby neurorozwojowe, jak
i neurodegeneracyjne, mono- i wielogenowe. Jed-
nym z pierwszych przyktadow choroby, do badania
ktorej uzyto iPSC-N byl rdzeniowy zanik mig¢sni wy-
wolywany przez mutacj¢ genu SMAI. Wykorzystu-
jac iPSC-N Ebert i wspotpracownicy z Uniwersytetu
Wisconsin w Madison (USA) wykazali, iz uzyskane
motoneurony wykazuja zmiany morfologiczne i bio-
chemiczne spdjne z obrazem klinicznym (np. przed-
wczesna degeneracja). Z kolei pierwsze iN zostaly
uzyskane zostaly z fibroblastow pacjentow z choro-
ba Alzheimera przez grupe Asy Abeliovicha z Cen-
trum Medycznego Uniwersytetu Columbia w USA.
Do chwili obecnej opisano juz uzyskanie kolejnych
przeprogramowanych neuronéw z fibroblastow pa-
cjentdw m.in., ze stwardnieniem zanikowym bocznym,
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zespolem Retta, zespotem Downa, choroba Par-
kinsona, choroba Huntingtona, schizofrenig. Z ko-
lei w naszej pracowni, we wspotpracy z prof. Ser-
giuszem Jozwiakiem 1 prof. Katarzyna Kotulska
z Centrum Zdrowia Dziecka w Warszawie, prowadzo-
ne s3 badania nad uzyskaniem komérkowego modelu
neurondw pacjentow ze stwardnieniem guzowatym.
Jest to choroba genetyczna zwigzana z mutacjami
w genach TSCI i TSC2, objawiajaca si¢ u czgsci pa-
cjentow migdzy innymi wystgpowaniem lekoopor-
nych napadow padaczkowych, autyzmem, opodznie-
niem umyslowym oraz wystgpowaniem tagodnych
guzé6w mozgu. Mamy nadzieje, iz uzyskane przez
nas ostatnio iPSC-N od pacjentow z mutacjg w ge-
nie 7SCI pozwola lepiej zrozumie¢ podtoze moleku-
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dla neuroprekursoréw uzyskanych z iPSC pacjentow
z choroba Parkinsona spowodowana mutacja w ge-
nie LRRK? (ang. leucine-rich repeat kinase 2) zespot
prof. Belmonte (Centrum Medycyny Regeneracyjnej
w Barcelonie oraz Instytut Salka w Kalifornii) wyka-
zal zahamowanie ich zdolnosci do samoodnawiania,
co nastgpnie potwierdzono badajac odpowiednie mar-
kery bialkowe w tkance mozgu pobranej postmortem
od zmarlych pacjentow. Na razie jednak nie wiadomo,
jakie ma to znaczenie dla rozwoju choroby. Postuluje
si¢ jednak, iz moze to mie¢ zwiazek z problemami po-
znawczymi obserwowanymi u pacjentow z tg mutacja.

Jednak opracowanie modeli chorob na bazie iPSC-N
1 iN wzbudzito wielkie nadzieje takze ze wzgledow
praktycznych, poniewaz stwarza to nowa i unika-
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Ryc. 3. Przyktadowe mikrofotografie komoérek na wszystkich etapach przeprogramowywania ludzkich fibroblastéw do neuronéw metoda Yamanaki.
W Pracowni Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie juz ponad
dwa lata temu wdrozono protokot przeprogramowania fibroblastow do iPSC metoda Yamanaki w celu pozyskiwania iPSC-N do celéw naukowych. Na
mikrofotografiach przedstawiono komorki uzyskiwane w trakcie kolejnych etapow procedury. (A) ludzkie fibroblasty w hodowli; zdjgcie z mikroskopu
kontrastowo-fazowego. (B) Zdjecie kolonii komoérek iPSC w hodowli, w ktérych wykrywano znaczniki pluripotencji (Nanog i Tral-80); wykonano
przy pomocy mikroskopu konfokalnego. (C) Zdj¢cie hodowanych komoérek neuroprekursorowych uzyskanych z iPSC, w ktoérych wykrywano znacznik
neuroprogenitorow (nestyna); wykonano przy pomocy mikroskopu konfokalnego. (D) Zdjgcia dojrzatych komorek nerwowych uzyskanych z iPSC w

hodowli i po transplantacji do mézgu myszy.

larne tworzenia wadliwie zrdznicowanych komorek
w mozgu chorych. Warto podkresli¢, ze modelowanie
wybranych chorob przy uzyciu iPSC-N 1 iN nie tylko
pozwolito na odtworzenie in vitro znanych aspektow
schorzen, ale takze doprowadzito do zupelnie niespo-
dziewanych odkry¢, ktéore moga rzuci¢ nowe $wia-
tto na mechanizm badanych patologii. Na przyktad

towa mozliwo$¢ testowania potencjalnych lekéw
w fazach przedklinicznych. Jest to wazne migdzy
innymi dlatego, ze takie komorki odzwierciedlaja
bardzo ztozone interakcje pomigdzy uszkodzonym
genem 1 catym ludzkim genomem. Tego aspek-
tu nie mozna odtworzy¢ w modelach zwierzgcych.
Z drugiej strony badania oparte na fatwo dostepnych
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komorkach pacjentow (np. fibroblastach czy komor-
kach krwi) nie uwzgledniaja ztozonosci komorek ner-
wowych i ich specyficznej funkcji, jaka jest np. prze-
twarzanie informacji czy generowanie potencjatow
czynno$ciowych. Wniniejszym podrozdziale skupimy
si¢ na omowieniu kliku przyktadow testowania lekow
z uzyciem iPSC-N.

W licznych pracach badawczych opublikowanych
dotychczas z wykorzystaniem komorek iPSC-N czy
iN pochodzacych od pacjentoéw cierpiacych na scho-
rzenia uktadu nerwowego starano si¢ sprawdzi¢ sku-
teczno$¢ substancji farmakologicznych w odwracaniu
komoérkowego ,,fenotypu” choroby. Proby te mozna
podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy. Do pierwszej
zaliczamy testowanie substancji znanych, wczesniej
sprawdzonych w modelach zwierzecych, zaroéwno
w hodowlach in vitro, jak i in vivo. Przykladem moze
by¢ wykorzystanie inhibitorow y-sekretazy w przy-
padku reprogramowanych neuronow uzyskanych
od pacjentow z choroba Alzheimera spowodowana
mutacjami w genach PSENI i PSENZ2. Do drugiej
grupy zaliczyliby$Smy te badania, w ktorych badacze
pokusili si¢ o testowanie nowych substancji, ktore
wytypowano na podstawie wynikow badan wielko-
skalowych (np. analiz transkryptomu iPSC-N pacjen-
tow) lub niezweryfikowanych hipotez badawczych.
Czytelnikow zainteresowanych bardziej szczegoto-
wo tym fascynujacym zagadnieniem namawiamy po-
nownie do lektury naszego artykulu przegladowego
we wspomnianym tomie Postgpow Biochemii. Nato-
miast w niniejszym omowieniu skupimy si¢ tylko na
dwoch szczegolnie ciekawych przyktadach poszuki-
wania nowych lekow w modelach komorek iPSC-N.
W pierwszym przypadku Brennand i wspotpracow-
nicy z Instytutu Salka w Kalifornii uzyskali komorki
iPSC-N od pacjentow chorych na schizofreni¢ i wy-
kazali istotne obnizenie liczby potaczen synaptycz-
nych pomigdzy iPSC-N 0s6b chorych w porownaniu
z iPSC-N o0s6b kontrolnych. Nastepnie autorzy prze-
testowali pie¢ standardowo stosowanych w klinice
lekoéw antypsychotycznych o réznym mechanizmie
dziatania i wykazali, Ze sposrod nich tylko loksapi-
na w sposob istotny poprawiala ,,}acznos¢” pomigdzy
iPSC-N pacjentow. W drugim z wybranych przez nas
przyktadow Egawa i wspotpracownicy (Uniwersytet
w Kioto) uzyskali szereg linii iPSC-N od pacjentow
chorych na stwardnienie zanikowe boczne w zwigz-
ku z mutacja w genie kodujacym biatko TDP-43
(ang. TAR DNA-binding protein 43). Wielkoskalowa
analiza ekspresji genow wykazala wzrost aktywnosci
genow istotnych dla procesow transkrypcji lub sktada-
nia eksonow. Dlatego tez w dalszych badaniach sku-
piono si¢ na sprawdzeniu efektywnosci 4 substancji

modulujacych te procesy w obnizaniu wrazliwosci
komorek na stres wywotany podaniem arsenianu,
ktora byta znaczaco podwyzszona w iPSC-N pa-
cjentow. Sposrod tych substancji kwas 2-hydroxy-
6-pentadecylobenzoesowy (ang. anacardic acid),
nie tylko ochranial iPSC-N chorych przed $miercia,
ale takze poprawiat ich morfologi¢. Pomimo tego, iz
autorzy ostatecznie nie wyjasnili, na czym doktadnie
polegat efekt ,terapeutyczny” wybranej substancji,
opisywany przyktad jest bardzo wazny. Pokazuje on,
iz stosujac najnowoczesniejsze techniki badania eks-
presji genow i zawartosci biatek w komorce mozna,
dzieki wykorzystaniu iPSC-N, odkry¢ nowe substan-
cje terapeutyczne, ktore w innym wypadku nie byly-
by brane pod uwage.

Czy wyhodujemy mozg ze skory, czyli o ciekawoSci
badaczy i obietnicach medycyny regeneracyjnej?

W ostatniej czgséci niniejszego artykutu postaramy
si¢ w koncu odpowiedzie¢ na pytanie postawione
w tytule oraz przedstawi¢ perspektywy wykorzysta-
nia komoérek iPSC-N i iN w medycynie regenera-
cyjnej. A zatem, czy mozna zrobi¢ mozg ze skory?
Jak wiemy z opisanych powyzej badan, na pewno
jesteSmy w stanie uzyska¢ z komorek skoéry pod-
stawowe elementy budujace moézg, np. neurony.
Ale czy to jest wystarczajace do odtworzenia tak
skomplikowanego narzadu, jakim jest mozg? Przy
dzisiejszym stanie wiedzy i umiejetnosci badaczy
odpowiedz na to pytanie jest jednoznaczna — nie.
Jednak w zeszlym roku badacze z Instytutu Biotech-
nologii Molekularnej Austriackiej Akademii Nauk
opublikowali wynik bardzo ciekawego eksperymen-
tu. Postanowili sprawdzi¢ co si¢ stanie, jesli uzyska-
ne z iPSC neuroprekursory beda hodowane w odpo-
wiednich warunkach in vitro w zawiesinie (zwykle
hoduje si¢ je na odpowiednio przygotowanych szal-
kach Petriego). Okazalo si¢, Zze pozostawione same
sobie neuroprekursory zaczely wytwarzac struktury,
ktoére mozna by nazwa¢ mini-mézgami (ich nauko-
wa nazwa to organoidy korowe). Charakteryzowaty
si¢ one wystgpowaniem funkcjonalnych komorek
neuralnych réznych typow, ktore samoczynnie byty
w stanie utworzy¢ struktury anatomiczne do zlu-
dzenia przypominajace warstwowg budoweg kory
mozgowej. Na obecnym etapie takie ,,mini-mozgi”
mozna, podobnie jak komoérki iPSC-N hodowane
w szalkach, wykorzystywac do lepszego zrozumie-
nia fizjologicznego rozwoju ludzkiego moézgu na
poziomie komorkowym oraz mechanizméw chorob,
ktorym towarzysza zaburzenia prawidtowej budowy
kory mézgowej. W omawianej pracy zespot Jurgena
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Knoblicha byt w stanie uzyska¢ organoidy korowe
z fibroblastow o0sob chorych na mikrocefalig.

Prace zespotu Knoblicha sg skrajnym przyktadem
ilustrujgcym plastyczno$¢ komorek neuroprekursoro-
wych, m.in. tych uzyskanych z komorek iPSC. Jest to
cecha, o ktérej wiadomo juz od kilkunastu lat i ktéra
probuje si¢ wykorzystywaé w eksperymentalnym po-
dejsciu do medycyny regeneracyjnej. Jednak dotych-
czas uzyskanie duzej liczby komorek macierzystych
potrzebnych do naprawy uszkodzonej tkanki mozgo-
wej bylo bardzo trudne i budzito szereg kontrowers;ji
natury etycznej. Pojawienie si¢ technologii reprogra-
mowania oraz wykazanie, ze uzyskane z iPSC neu-
ronalne komorki macierzyste sa w stanie wytworzy¢
funkcjonalne neurony po wszczepieniu do centralne-
go uktadu nerwowego (UN) gryzoni laboratoryjnych
zmienito diametralnie sytuacj¢ i wzbudzilo ogromne
nadzieje wsérod badaczy na przetlom w leczeniu uszko-
dzen UN. W efekcie w ostatnich kilku latach prowa-
dzono bardzo intensywne badania nad transplantacja
komoérek neuroprekursorowych uzyskanych z iPSC
w zwierzgcych modelach uszkodzen rdzenia krggowe-
g0, udaru oraz wybranych choréb neurodegeneracyj-
nych. Szczegolnie w dwoch pierwszych przypadkach
grupy japonskich badaczy odniosty duze sukcesy.
Grupa badaczy kierowanych przez prof. Okano wy-
kazata, iz uzyskane z mysich iPSC neuroprogenitory
po transplantacji do rdzenia kregowego myszy rozni-
cowatly si¢ zard6wno do r6znych rodzajow neuronow,
jak 1 astrocytow oraz oligodendrocytow. Powstate
komorki nerwowe byty funkcjonalne, tworzyly wia-
$ciwe polaczenia i wspomagaly powrot wlasciwej
motoryki u zwierzat z urazem rdzenia kregowego.
Nastepny wazny krok grupa profesora Okano zrobi-
fa w 2011 roku potwierdzajac mozliwos¢ wykorzy-
stania progenitorow neuronalnych wyprowadzonych
z ludzkich iPSC w terapii uszkodzenia rdzenia krego-
wego w modelu mysim. Ostatnio ten sam zesp6t udo-
wodnit, iz transplantacja ludzkich neuroprogenitorow
pozwala na poprawe funkcjonalng po urazie rdzenia
kregowego marmozety. W 2013 roku réwnolegle
w Japonii i w USA dokonano pierwszych udanych
przeszczepdw neuroprekursorow uzyskanych z komo-
rek iPSC do m6zgdéw malp naczelnych (w tym z za-
indukowang farmakologicznie chorobg Parkinosona).
Opisane badania maja na celu jak najszybsze wpro-
wadzenie do praktyki klinicznej przeszczepow opar-
tych o komoérki iPSC. Pierwsze proby w przypadku

terapii uszkodzen rdzenia kregowego sa spodziewane
w Japonii w nadchodzacym roku. Planowane sg takze
proby regeneracji komorek siatkowki. Nalezy jednak
pamigtac, iz wciaz nie do konca rozwigzane pozosta-
ja problemy produkcji iPSC w sposéb bezpieczny,
tj. eliminujacy ryzyko nowotworzenia oraz znale-
zienia sposobow zwigkszajacych szansg¢ przetrwania
»zdrowych” komorek w patologicznie zmienionym
srodowisku tkanki docelowej. Warto wspomnie¢, ze
rownolegle trwaja prace nad wykorzystaniem zjawi-
ska transdyferencjacji w medycynie regeneracyjne;j.
Pomimo, iz s3 one mniej zaawansowane udato si¢ juz
uzyska¢, manipulujac sSrodowiskiem zewnatrzkomor-
kowym i programem genetycznym komorek glejo-
wych (astrocytow), ich bezposrednie przeprogramo-
wanie do neurondéw w mozgu in vivo. Mozna zatem
wyobrazi¢ sobie sytuacjg, w ktorej zamiast trans-
plantacji stosowana bedzie transdyferencjacja jako
metoda szybsza i niewymagajaca zmudnego proce-
su pozyskiwania komorek iPSC i neuroprekursorow
z tatwo dostepnych komorek pacjenta.

Podsumowanie

Pomimo tego, iz odpowiedz na pytanie postawione
w tytule jest i pewnie jeszcze przez dlugi czas bedzie
negatywna warto podkresli¢, iz nagrodzona Nagro-
da Nobla technologia przeprogramowywania, ktora
umozliwita, miedzy innymi, pozyskanie neuronow
z tatwo dostepnych komorek pacjentow, przyniosta
juz szereg korzysci naukowych. Co wigcej, metodo-
logia ta zaczyna mie¢ coraz wigksze znaczenie prak-
tyczne w nowoczesnej farmacji i medycynie ekspery-
mentalnej. A zatem, chociaz nie mozna zrobi¢ moézgu
ze skory, to produkcja iPSC-N jest juz mozliwa i jako
dziedzina nauki i medycyny rozwija si¢ bardzo dyna-
micznie.

Podziekowania: Badania prowadzone przez autorow
niniejszej pracy przegladowej sg finansowane z gran-
tu ERA-NET NEURON/06/2011 ,,AMRePACELL”
(wspotfinansowany przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju) (JJ) oraz w ramach programu HOMING
PLUS (HOMING PLUS/2012-5/6) Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej wspolfinansowanego ze $rod-
kéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalne-
go w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka (EL).
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