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Povzetek: Glede na njihovo sposobnost za diferenciacijo mati¢ne celice delimo na totipotentne, pluripotentne, multipotentne in unipotentne. Zigota
je totipotentna, z razvojem in staranjem osebka pa se potentnost vseh mati¢nih celic organizma zmanjsuje. Poznamo ve¢ vrst pluripotentnih mati¢nih
celic — embrionalne mati¢ne celice, pluripotentne linije iz spolnih celic, inducirane pluripotentne celice, celice epiblasta ter domnevno pluripotentne
celice, ki se nahajajo v tkivih odraslega osebka. Po prevladujoci teoriji vsako tkivo vsebuje tudi majhno populacijo mati¢nih celic, ki so ohranile
sposobnost samoobnavljanja in diferenciacije. Najvecji potencial za diferenciacijo imajo embrionalne mati¢ne celice, ki se lahko v pogojih in vitro
razvijejo v prakti¢no vse tipe celic ter so zato tudi najzanimivej$e za uporabo v medicini. V zadnjem ¢asu so mnoge Studije nakazale, da imajo odrasle
mati¢ne celice verjetno SirSo potentnost, kot se je domnevalo do sedaj, hkrati pa nimajo slabosti embrionalnih mati¢nih celic.
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Abstract: According to their capabilities for differentiation stem cells can be totipotent, pluripotent, multipotent and unipotent. After fertilization, zygote
is the ultimate totipotent cell. Cells arising durring embryonic development have a lesser potency. Different pluripotent celltypes are known: embryonic
stem cells, embryonic germ cells, induced pluripotent stem cells, epiblast stem cells, and still controversial pluripotent stem cells isolated from the
adult tissues. It is currently recognized that every tissue contains a small population of stem cells that are capable of self-renewal and differentiation.
Embryonic stem cells have the broadest potential for differentiation because they are capable of turning into every cell type in our bodies. This is the
reason why they are the most interesting for use in medicine. Lately, a lot of new studies have shown that somatic stem cells have broader potency
than it has been expected until now and at the same time do not have any of embryonic stem cell drawbacks.

Key words: pluripotency, embryonic stem cells, somatic stem cells, embryonic development

totipotentna celica. Iz nje se razvije celoten organizem, vkljuéno z
izvenembrionalnimi membranami in placento. Z delitvami celic se njihova
potentnost zmanjSuje, obenem pa pada tudi delez celic s Sirokim
razvojnim potencialom. Prve blastomere po prvih delitvah ohranjajo
totipotentnost, zato se lahko iz vsake razvije nov zarodek (2). Na stopnji
morule zarodek sestavlja 16 celic, ki se delijo na majhno skupino celic v
notranjosti in vecje Stevilo zunanijih celic. Na naslednjih stopnjah razvoja
se ti dve skupini celic dokon¢no locita, kar predstavlja prvo diferenciacijo
v embrionalnem razvoju sesalcev. Zunanja plast celic tvori trofoblast, ki
neposredno ne prispeva k razvoju zarodka, saj se iz njega razvije
placenta. Iz notranje skupine celic, tako imenovane notranje celi¢ne
mase (ICM, ang. Inner Cell Mass), (slika 1) se razvije zarodek (3). Celice

1 Uvod

V Elovekovem telesu se nahaja posebna vrsta celic, ki jih ohranimo v sebi
vse zivljenje in nam omogoc¢ajo, da se nasa tkiva in organi obnavljajo
kljub poSkodbam in okvaram, do katerih prihaja v vsakdanjem zivljenju.
To so mati¢ne celice — nediferencirane celice v Zivih bitjih s tremi
kljuénimi lastnostmi: sposobnostjo samoobnavljanja, potentnostjo, to je
sposobnostjo diferenciacije v razli¢ne, bolj usmerjene celi¢ne vrste; ter
plasti¢nostjo, kar pomeni, da se lahko spremenijo v celice tkiv drugih
zarodnih plasti. Glede na njihovo potentnost mati¢ne celice delimo na
totipotentne, pluripotentne, multipotetne in unipotentne. Manj kot so
celice diferencirane, vecja je njihova potentnost (preglednica 1).

Spreminjanje potentnosti celic najlaZze spremljamo skozi embrionalni
razvoj organizma, ko se njihova potentnost zmanjSuje. Z zdruZitvijo
moske in Zenske spolne celice nastane zigota, ki je najprimitivnejsa

notranje celi¢éne mase so pluripotentne in ne vec¢ totipotentne, saj iz njih
ne more ve¢ nastati placenta. Pluripotentne celice torej prispevajo k
razvoju vseh treh zarodnih plasti (endo-, mezo- in ektoderma), ne morejo
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Preglednica 1: Maticne celice imajo lahko razlicne stopnje potentnosti (1).

Table 1: Stem cells have different differentiation potential (1).

Totipotentne
matic¢ne celice

Sposobne so tvoriti celoten organizem, vkljuéno z ekstraembrionalnim tkivom. V naravi so totipotentne celice samo
zigota in blastomere, ki nastanejo v zgodnijih celi¢nih delitvah zarodka do stadija morule. Po nastanku blastociste
pride do prve diferenciacije celic in izgube totipotentnosti.

Pluripotentne
matic¢ne celice

Sposobne so tvoriti vse telesne celice, vkljuéno s spolnimi celicami, ne morejo pa ve¢ tvoriti celotnega zarodka
vkljuéno z ekstraembrionalnimi tkivi. Primer pluripotentnih mati¢nih celic so embrionalne mati¢ne celice.

Multipotentne
matiéne celice

Lahko tvorijo razli¢ne tipe celic, ki pa vsi pripadajo isti zarodni plasti. Ve€ina tkivno specifi¢nih mati¢nih celic iz
odraslih tkiv je multipotentnih. Primer multipotentne mati¢ne celice je krvotvorna mati¢na celica.

Unipotentne
matic¢ne celice

So tkivno specifi¢ne in se lahko razvijejo v samo eno celi¢no linijo, imajo pa sposobnost samoobnavljanja, po kateri
se razlikujejo od somatskih celic (npr. misi¢ne mati¢ne celice).
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Slika 1: Preoblikovanje blastociste pred gastrulacijo
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A) Blastocista pred implantacijo v steno maternice. Embrionalne maticne celice izoliramo iz notranje celicne mase (ICM).
B) Preoblikovanje blastociste — notranja celicna masa se razdeli na hipoblast in epiblast. Epiblast je del, iz katerega se razvije zarodek. Iz

njega lahko izoliramo epiblastne pluripotentne mati¢ne celice.

Figure 1: Blastocyst development before gastrulation.

A) Blastocyst before implantation into the endometrium of the uterus. Embryonic stem cells are isolated from inner cell mass (ICM).
B) Blastocyst development — inner cell mass is divided into hypoblast and epiblast. Embryo develops from epiblast. Epiblast is also a

source of epiblast-derived stem cells.

pa tvoriti trofoblasta (1). Notranjost zarodka se nato napolni s teko¢ino,
ki jo izloGajo celice morule, in zarodek se preoblikuje v blastocisto. V njej
sta Se vedno dve skupini celic — ICM in trofoblast —, vmes pa je s teko€ino
napolnjena votlina, imenovana blastocel. Pred gastrulacijo poteka
preoblikovanje blastociste.

Plast celic ICM, ki se nahaja blize blastocelu, se lo¢i od ostalih celic in
tvori hipoblast oziroma primitivni endoderm. Celice hipoblasta, ki z
notranje strani (pod trofoblastom) obdajo blastocel, se razvijejo v
rumenjakovo vrecko, tako da ne prispevajo k razvoju embrionalnih tkiv.
Preostali del ICM nad hipoblastom se imenuje epiblast. Skupino celic, iz
katere se bo razvil zarodek, imenujemo embrionalni epiblast. Na vrhu
epiblasta se iz druge skupine celic tvori amnion kot obloga amnijske
votline, ki jo napolni amnijska tekoCina (slika 1) (3). Celice epiblasta so,
tako kot celice ICM, pluripotentne (4).

Gastrulacija je naslednja stopnja embrionalnega razvoja. Poteka ob
strukturi, imenovani primitivna proga. Na sprednjem delu primitivne proge
je razsiritev, ki jo imenujemo Hensenov vozel. Takoj po nastanku
primitivne proge in Hensenovega vozla za¢nejo celice epiblasta preko
teh dveh struktur potovati proti blastocelu. Skupina celic, ki pride v
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blastocel preko primitivne proge, izrine hipoblast in na njegovem mestu
zacne tvoriti celiCno plast, iz katere se razvijeta endoderm embrija ter del
izvenembrionalnih membran, druga skupina celic pa se razsiri v blastocel
med epiblast in hipoblast ter tvori rahlo celiCno plast, iz katere se razvijeta
mezoderm embrija in mezodermalni del izvenembrionalnih membran.
Tiste celice, ki ostanejo na povrsini, tvorijo ektoderm embirija (3). Tako
po gastrulaciji dobimo tri lo¢ene zarodne plasti. V vsaki izmed njih se
nahajajo multipotentne mati¢ne celice, ki lahko tvorijo samo tkiva,
znacilna za zarodno plast, iz katere izhajajo.

V nadaljnjem razvoju se preko organogeneze izoblikujejo vedno bolj
diferencirani celi¢ni tipi, kar vodi do kon¢ne diferenciacije celic, ki
sestavljajo tkiva in organe. V tkivih in organih odraslega osebka se
nahajajo tkivno specificne multipotentne in unipotentne mati¢ne celice
(slika 2).

(] o [ ]
2 Pluripotentne matiéne celice
Klasi¢ne pluripotentne celice so le embrionalne mati¢ne celice (EMC).
Poleg njih poznamo $e nekaj drugih tipov pluripotentnih ali njim podobnih
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Slika 2: Na razlicnih razvojnih stopnjah razvoja osebka se nahajajo maticne celice z razlicnim razvojnim potencialom. Novejsa dognanja nakazujejo,
da ima tudi odrasel ¢lovek mati¢ne celice z razsirjenim razvojnim potencialom (rdeca crta, oznacena z zvezdico).

Figure 2: At different stages of development an organism harbours stem cells with different differentiation potential. Recent data suggests that stem
cells with broad differentiation potential exist even in the adult (red line marked with asterisk).

mati¢nih celic. Transkripcijski dejavniki OCT4 (ang. octamer-binding
transcription factor 4), SOX2 (ang. sex determining region Y-box 2) in
NANOG imajo osrednjo vlogo v zgodnjem embrionalnem razvoju in so
potrebni tudi za ohranjanje pluripotentnosti mati¢nih celic in vitro. Proteini
OCT4, SOX2 in NANOG se veZejo na ve¢ skupnih regulatornih mest in
tvorijo transkripcijsko mrezo, v kateri regulirajo tako drug drugega kot tudi
sami sebe. Poleg teh treh oznacevalcey, ki se najpogosteje uporabljajo
za identifikacijo pluripotentnih celic, se pogosto uporabljajo Se SSEA-4
in SSEA-3 (ang. stage-specific embryonic antigen-4 in 3), TRA-1-60,
TRA-1-81, REX1 (drugo ime ZFP42, ang. Zinc finger protein 42) in
CRIPTO1 (drugo ime TDGF1, ang. teratocarcinoma-derived growth
factor 1).

Embrionalne karcinomske celice (celice ECC, iz ang. Embryonal
Carcinoma Cells) so bile prve odkrite pluripotentne celice. Nasli so jih v
teratokarcinomih, tumorjih, ki vsebujejo neorganiziran nabor razli¢nih
somatskih celic, ki pripadajo vsem trem zarodnim plastem, poleg njih pa
so odkrili tudi nekaj celic ECC. Celice ECC so pluripotentne mati¢ne
celice teh tumorjev in so sposobne tako samoobnavljanja kot
diferenciacije. Vecina celi¢nih linij ECC ima omejen razvojni potencial in
po injiciranju v misjo blastocisto (kar je eden izmed klasi¢nih testov za
dokazovanje pluripotentnosti) slabo sodeluje pri nastanku himernih
zarodkov, verjetno zaradi akumulacije mnogih genetskih sprememb, do
katerih pride med nastankom in rastjo tumorsko spremenjenih celic (5).

Embrionalne matiéne celice so pluripotentne mati¢ne celice, ki jih
najdemo v zgodnjem zarodku — blastocisti (~5. dan po oploditvi) in jih
lahko osamimo iz njene notranje celiéne mase. EMC so iz mi§jih
zarodkov prvi¢ pridobili leta 1981 (6, 7), iz humanih pa leta 1998 (8).
Izoliramo jih lahko tudi iz morule (9) ali pa jih pridobimo iz posameznih
izoliranih blastomer (10). Za EMC so znacilne pluripotentnost,
asimetri¢na celi¢na delitev in sposobnost diferenciacije v vse tri zarodne
plasti. IzraZajo gene in proteine OCT4, SOX2 ter NANOG, ki omogoc¢ajo

vzdrZevanje njihovega nediferenciranega stanja. V pogojijh in vitro jih
lahko diferenciaramo v celice vseh treh zarodnih plasti. Ce jih vbrizgamo
v misi SCID (ang. Severe Combined Immunodeficiency) z oslabljenim
imunskim odzivom, te tvorijo teratome. Ta test in vivo sluZi za potrditev
diferenciacije v vse tri zarodne plasti. Podoben test za dokaz
pluripotentnosti, ki pa zaradi eti¢nih zadrzkov ni izvedljiv na ¢loveskih
EMC, je opazovanije njihovega sodelovanja pri razvoju osebka po injekciji
v blastocisto (11).

Teoreti¢no se torej EMC lahko razvijejo v katero koli celico. 1z njih lahko
ustvarimo razli¢éne celi¢ne linije, z optimizacijo postopkov in izbiro
biolosko prenosljivih in razgradljivih tridimenzionalnih nosilcev pa
pri¢akujejo, da bodo neko¢ sluzile za izdelavo katerega koli tkiva ali
organa. Cloveske EMC so na zadetku pridobivali iz nadstevilnih blastocist
po postopku oploditve in vitro. Ker pri tem postopku zarodek uni¢imo, se
glede uporabe EMC porajajo Stevilna moralno-eti¢na vprasanja. Zato so
v zadnjem c¢asu razvili precej alternativnih metod, s katerimi lahko
pridobimo EMC brez uni¢enja zarodka. Pri nas zakon dovoljuje delo z
EMC pod pogojem, da niso nacrtno ustvarjene za raziskovalne namene,
ampak so odpadni produkt pri medicinskih postopkih. Poleg tega za
vsako raziskavo, ki vkljuéuje uporabo EMC, potrebujemo posebno eti¢no
dovoljenje Komisije RS za medicinsko etiko Ministrstva za zdravje
(www.kme-nmec.si/). Kliniéna uporaba EMC zaenkrat ostaja vprasanje
prihodnosti, saj se pri njihovi aplikaciji pojavljajo Stevilni stranski ucinki.
Ker nimajo $e razvitih nadzornih genetskih mehanizmov, lahko pride do
nastanka nezelenega tkiva ali celo tvorbe teratomov. Problemi pri klini¢ni
uporabi EMC pa so tudi posledica alogenskega izvora celic, saj lahko
pride do nezazelenega imunskega odziva prejemnika na presajene
celice (1).

Maticne celice epiblasta (EpiMC) so pluripotentne mati¢ne celice,
izolirane na poznejsi stopnji embrionalnega razvoja, ko se ICM Ze razdeli
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na hipoblast in epiblast (slika 1). Tudi mati¢ne celice iz misjega epiblasta
lahko, tako kot EMC, uspesno gojimo v kulturi in jih diferenciramo v vse
tri zarodne plasti (4, 12). EpiMC, podobno kot EMC, izrazajo znacilne
oznacevalce pluripotentnosti OCT4, SOX2 in NANOG ter tvorijo
teratome po injekciji v misi SCID. Zanje je znacilno, da ob vnosu v misjo
blastocisto ne prispevajo k razvoju himere. Pogoji, v katerih jih gojimo in
vitro, ter mreza transkripcijskih dejavnikov, ki jo izrazajo, imajo ve¢
znacilnosti humanih kot misjih EMC. Zato bi lahko sklepali, da so humane
EMC pravzaprav bolj podobne celicam epiblasta kot pa celicam ICM (4),
kar nam omogoca bolje razumevanje razlik med misjimi in ¢loveskimi
EMC.

Embrionalne germinalne (spolne) celice (EGC) je prvi opisal
Shamblott s sodelavci leta 1988 (13). Primoridialne germinalne celice so
osamili iz spolnih grebenov 5-9 tednov starih splavljenih humanih
zarodkov ter jih namnozili in vitro. Po gojenju v kulturi te celice postanejo
pluripotentne, zato jih imenujemo celice EGC. Po svojih znacilnostih so
zelo podobne EMC oz. EpiMC, vendar je zanje znadilno, da postanejo
pluripotentne Sele po gojenju v kulturi. Takoj po osamitvi namre¢ niso
sposobne sodelovati pri razvoju zarodka, ¢e jih vbrizgamo v misjo
blastocisto, ampak to stanje doseZejo Sele po predhodnem gojenju v
kulturi ob prisotnosti specificnih rastnih dejavnikov. Pri tem pride do neke
vrste dediferenciacije zarodnih celic v EGC (1,14). Prvotno je zarodna
(germinalna) celica v slovenskem medicinskem izrazoslovju pomenila
celico v dolo¢enem predelu organa, npr. v epiteliju, ki se lahko hitro
namnozi. Kasneje se je ta izraz bolj uveljavil kot prevod angleskega
termina »germ cell«, zato danes zarodna celica pomeni spolno celico
oziroma njene prednice.

Inducirane pluripotentne mati¢ne celice (celice iPS, iz ang. induced
Pluripotent Stem Cells) so pluripotentne celice, ki jih umetno
dediferenciramo iz odraslih somatskih celic. Celice iPS so pridobili s
transfekcijo somatskih celic z zgodnjimi embrionalnimi geni, ki se
znacilno mo¢no izrazajo v pluripotentnih EMC (geni OCT4, SOX2, c-Myc
in nekateri drugi) (15-17). Za prenos genov se lahko uporabijo retrovirusi
ali drugi nacini vnosa, reprogramiranje pa je mogoce tudi z vnosom
proteinov ali dolo¢enih majhnih molekul. Celice iPS z izrazanjem
omenjenih genov pridobijo vse lastnosti pluripotentnih celic, zato so
precej podobne EMC. Predvidevajo, da bodo te celice po premostitvi
doloc¢enih tehni¢nih problemov lahko izdelovali »po meri« bolnika in jih
uporabljali za avtologno zdravljenje, pri katerem ne bo prihajalo do
imunskega zavra¢anja (1, 17).

3 Domnevno pluripotentne
matiéne celice pri odraslem

Na podrogju biologije mati¢nih celic obstaja veliko zmede zaradi
neustreznih definicij. Po prevladujodi teoriji se potentnost vseh mati¢nih
celic organizma z njegovim razvojem in staranjem zmanjsuje, vsako tkivo
odaslega pa ohranja majhno populacijo somatskih mati¢nih celic. Kot
smo ze omenili, imajo najvecji potencial za diferenciacijo EMC, ki se
lahko razvijejo v vse tipe celic v telesu (8). Takih celic naj odrasel ¢lovek
ne bi imel. Pri odraslih smo do nedavnega poznali le multipotentne
mati¢ne celice, kot so npr. mezenhimske mati¢ne celice (MMC), ki se
lahko razvijejo v tkiva mezoderma (hrustanec, kost in miSice), krvotvorne
mati¢ne celice, ki tvorijo vse krvne in imunske celice, endotelijske
matiéne celice, ki se lahko razvijejo v razli¢ne vrste endotelija, in Se
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nekatere druge. Poleg tega, da so te celice po definiciji multipotentne,
raziskovalci ugotavljajo, da so sposobne tudi nepri¢akovanega preskoka
v tkiva druge zarodne plasti. Tako npr. krvotvorne mati¢ne celice lahko
razvijemo v celice jeter, ki po definiciji pripadajo endodermu,
mezenhimske mati¢ne celice pa v zivéne celice, ki pripadajo ektodermu.
Ta pojav $e ni pojasnjen in ga pripisujejo plasti¢nosti mati¢nih celic. Do
pred kratkim je nasplo$no veljalo prepri¢anje, da imajo somatske
mati¢ne celice v primerjavi z EMC manjSo sposobnost samoobnavljanja
in so multipotentne.

V zadnjem ¢asu pa ve¢ avtorjev poroca o razli¢nih vrstah mati¢nih celic,
ki so jih identificirali v razli¢nih tkivih odraslih ljudi in za katere kaze, da
so pluripotentne (18-24) (preglednica 2). Ce te celice dejansko obstajajo
v odraslem organizmu, bi lahko predstavljale odli¢no alternativo EMC za
uporabo v regenerativni medicini, saj njihovo pridobivanje ni eti¢no
sporno. Vendar pa se zdi, da jih je v odraslih tkivih iziemno malo, zato so
njihovo pridobivanje, dokazovanje in uporaba tehni¢no zelo zahtevni.
Razli¢ne raziskovalne skupine so takim celicam nadele razli¢na imena,
npr. zelo majhne, embrionalnim mati¢nim celicam podobne celice (celice
VSEL, ang. Very Small Embryonic-like Stem Cells) (22), embrionalnim
mati¢nim celicam podobne celice iz popkovni¢ne krvi (celice CBE, ang.
Cord Blood-derived Embryonic-like stem cells) (21), celice MIAMI (ang.
Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible Cells) (24), multipotentne
celice, prednice odraslega (MAPC, angl. Multipotent Adult Progenitor
Cells) (19) in multipotentne mati¢ne celice odraslega (celice MASC, ang.
Multipotent Adult Stem Cells) (18). Obstaja tudi ve¢ porocil o
pluripotentnih celicah v humanem ovariju in testisih, na primer,
embrionalnim celicam podobne mati¢ne celice odraslega (celice ESC-A,
ang. Embryonic-like Stem Cells of the Adult) (20). Povsem verjetno je,
da so vse te celiéne populacije z razli€énimi imeni pravzaprav ena
populacija primitivnih mati¢nih celic, ki so jih izolirali in karakterizirali na
razlicne nacine in jim pri tem nadeli razli¢na imena. V nadaljevanju so
podrobneje opisane razli¢ne vrste mati¢nih celic pri odraslih, za katere
nekatere raziskovalne skupine trdijo, da so pluripotentne.

Mezenhimske mati¢ne celice (MMC) uvr§¢amo med stromalne celice
kostnega mozga (KM) z dvojno vlogo - predstavljajo izvor celic
nekrvotvornih tkiv in so hkrati hranilne in podporne celice za rast in
diferenciacijo krvnih celic in ostalih tkiv, saj sintetizirajo komponente
zunajceliénega matriksa in rastne dejavnike. Diferencirajo se lahko v
celice kosti, hrustanca, misic in koze, verjetno pa tudi v celice drugih
zarodnih plasti (ekto- in endoderma), vendar to $e ni povsem raziskano.
Delujejo tudi imunomodulatorno, saj zmanjSujejo imunski odziv (1). V
zadnjem ¢asu so v populaciji misjih in humanih mezenhimskih mati¢nih
celic odkrili tudi izraZzanje pluripotentnih oznacevalcev OCT4, SSEA-4 in
NANOG, kar je verjetno posledica prisotnosti nediferencirane primitivne
populacije mezenhimskih mati¢nih celic (25).

Multipotentne prednice odraslega ali celice MAPC, ki jih je opisala
Verfaille s sodelavci leta 2001, so mati¢ne celice, kiimajo EMC podoben
diferenciacijski potencial. I1zoliranli so jih iz mi$jih in podganijih tkiv pa tudi
iz Eloveskega KM. V kulturi jih gojimo v pogojih, ki so podobni pogojem
za gojenje EMC. Po 21 dneh gojenja kaZejo telomerazno aktivnost in
izrazajo OCT4, SSEA-1, NANOG in REX-1. Sposobne so tudi
samoobnavljanja in diferenciacije v razliéne linije. Cloveske celice MAPC
ohranjajo normalno dolzino telomer po veé kot 80 podvojitvah, misje pa
celo po vec kot 120 (19). V pogojih in vitro se lahko diferencirajo v vse tri
zarodne plasti, ¢e jih presadimo v misji SCID, pa ne tvorijo teratomov,
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Preglednica 2: Domnevno pluripotentne maticne celice in njihove znacilnosti

Table 2: Supposedly pluripotent stem cells and their characteristics

. Oznacevalci In vitro Tvorba Intrablastocistna
Celice Vrsta* lzvor . . . S -
pluripotentnosti diferenciacija** teratomov injekcija***
Kostni mozeg, OCT4,
MMC h, m vezivno tkivo SSEA-4, Vse tri zarodne plasti |/ /
organov NANOG
Telomeraza,
Kostni mozeg, OCT4, Injicirane celice sodelujejo
MAPC h, m, p mozgani in druga SSEA-1, Vse tri zarodne plasti | NE ; .
. pri razvoju zarodka
tkiva REX-1,
NANOG
Telomeraza,
MIAMI h Kostni mozeg OCT4, Vse tri zarodne plasti | NE /
REX-1
Telomeraza,
MASC h ji:ct)rs;nls:;;)zeg, lc\l)(A:l-\Il—g G Vse tri zarodne plasti | NE /
REX-1
OCT4,
PovrsSinski epitelij NANOG, .
ESC-A h jajénika SSEA-4, Oociti NE /
SOX-2
OCT4,
CBE h Popkovni¢na kri igiﬁ:; 1, Vse tri zarodne plasti |/ /
TRA-1-60
Kostni m.ovzeg., Telomeraza, Po injekciji v blastocisto
VSEL h, m popkovmcng n OCT4, Vse tri zarodne plasti | NE ne sodelujejo pri razvoju
periferna kri, druga | NANOG,
- zarodka.
tkiva REX-1

* h — humane, m — misje, p — podganje

**Vse tri zarodne plasti — uspes$na diferenciacija v endo-, mezo- in ektoderm

***Za humane mati¢ne celice je ta test neeticen.

temvec se diferencirajo v razli¢ne linije, te pa se vkljucijo v tkiva (26).
Celice MAPC so edine domnevno pluripotentne mati¢ne celice odraslih
tkiv, za katere je bilo dokazano, da ob vnosu v blastocisto prispevajo k
razvoju vecine celic zarodka (27).

Celice MIAMI, ki jih je leta 2004 opisal Schiller s sodelavci, so izolirali iz
KM oseb, starih od 3 do 72 let. Osamili so jih s posebnimi pogoji gojenja,
s katerimi so poskusali ¢im bolj posnemati razmere v mikro okolju v KM.
Celice MIAMI so adherentne, njihov premer je od 7 do 10 um, imajo malo
citoplazme in se hitro delijo. Njihova morfologija in diferenciacijski
potencial ostajata nespremenjena tudi po 52 podvojitvah. V pogojih in
vitro lahko se celice MIAMI diferencirajo v vse tri zarodne plasti. Po vnosu
v miSi SCID ne tvorijo tumorjev (24).

Celice MASCID, o katerih je porocal Beltrami s sodelavci leta 2007, so
izolirali iz ¢loveskih jeter, srca in KM. Vse so izrazale gene, znadilne za
pluripotentne celice (OCT4, NANOG in REX-1), kazale pa so tudi
telomerazno aktivnost. Celice MASC imajo Sirok diferenciacijski
potencial in se lahko diferencirajo v ektoderm (Zivéne celice), mezoderm
(kost in miSice) in endoderm (jetra). Po injiciranju v misi SCID ne tvorijo

tumorjev. Opazili so tudi, da imajo celice MASC, osamljene iz razli¢nih
tkiv, podoben transkripcijski profil, zato menijo, da predstavljajo skupno
populacijo celic (18).

Embrionalnim podobne mati¢ne celice odraslega (celice ESC-A),
ki jih je opisala Virant-Klun s sodelavci leta 2008, so avtorji osamili iz
povrsinskega epitelija jacnikov bolnic s prezgodnjo menopavzo. Te celice
so pozitivne na oznacevalce OCT4, SOX2, NANOG in na povrSinski
antigen SSEA-4. So majhne (2-4 um), okrogle oblike, rumenkaste barve
in vsebujejo vakuolo. V povrSinskem epiteliju jajénika so torej prisotne
potencialne mati¢ne celice embrionalnega znacaja, ki se v pogojih in
vitro lahko razvijejo v jajénim podobne celice in druge vrste celic. Te
jajénim podobne celice se lahko pod dolo¢enimi pogoji celo spremenijo
v blastociste, kar pomeni, da pride do zacetka partenogenetskega
razvoja zarodka (20). Ta dognanja nakazujejo, da bo dolo¢ene vrste
neplodnosti kmalu mogoce zdraviti na nove nacine.

Embrionalnim matiénim celicam podobne celice iz popkovni¢ne
krvi (celice CBE) je leta 2005 v popkovni¢ni krvi odkril McGuckin s
sodelavci. Celice CBE so podobne EMC in se lahko razvijejo v krvne
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celice pa tudi v celice nehematopoetskih tkiv (npr. hepatocite). Izrazajo
embrionalne oznacevalce OCT4, SSEA-4 in SSEA-3 ter TRA-1-60 in
TRA-1-81.V kulturi se pritrdijo na podlago, tako da jih lahko ohranjamo
v nediferenciranem stanju ve¢ kot 13 tednov. V kulturi rastejo v skupkih,
ki so podobni embrioidnim telescem (21).

Celice VSEL, ki jih je leta 2007 opisala Kucia s sodelavci, so najprej
izolirali iz miSjega KM, kasneje pa tudi iz ¢loveSkega KM ter popkovni¢ne
in periferne krvi. Ta populacija celic je negativna na oznacevalce linijsko
usmerjenih celic (Lin-) ter pozitivna na CD133, CD34, CXCR4 (ang. C-X-
C chemokine receptor type 4). Cloveske VSEL so majhne (3 do 5 um),
imajo visoko razmerje med povrSino jedra in povrsino citoplazme in
odprto strukturo kromatina, izrazajo transkripcijska dejavnika OCT4 in
NANOG, znacilna za pluripotentne mati¢ne celic, ter povrsinski
oznacevalec SSEA-4 (23). Celice VSEL so zelo redke. 1z 50 do 100 ml
popkovni¢ne krvi jih lahko izoliramo najve¢ 10 do 20 tiso¢ (28). Celice
VSEL bo potrebno Se natan¢neje funkcijsko opredeliti. Najvecja razlika
med celicami VSEL in EMC je v tem, da prve ne prispevajo k razvoju
zarodka po injekciji v blastocisto (29).

4 Bioloska vioga razliénih
pluripotentnih matiénih celic

Nastanek in bioloSka vloga razli¢nih pluripotentnih mati¢nih celic Se nista
popolnoma pojasnjena. Predvsem se zastavlja vprasanje, kaksno je
razmerje med EMC in primordialnimi germinalnimi celicami (PGC).
Vedeti moramo, da so EMC pravzaprav celice, gojene v nefizioloSkem
okolju, to je, in vitro. Oznacevalci zgodnjih spolnih celic se izrazajo ze v
vecini nediferenciranih EMC, medtem ko se oznacevalci zrelejSih spolnih
celic zacnejo izrazati Sele ob diferenciaciji v zarodne celice. Nasprotno pa
celice takoj po izolaciji ICM ne izrazajo vseh omenjenih zarodnih genov
(30, 31). Glede na dosegljive podatke so EMC $e najbolj podobne
zgodnjim zarodnim celicam. Zato kaze, da je mozna tudi nova hipoteza
o nastanku EMC iz zgodnjih germinalnih celic, saj sta si transkripcijska
profila EMC in PGC zelo podobna. Poleg tega pa v kulturi le majhen del
celic, izoliranih iz ICM, tvori kolonije EMC, kar bi utegnilo pomeniti, da se
EMC lahko razvijejo samo iz redkih predniskih zarodnih celic (32).
Razumevanje izvora EMC je kljuéno za razumevanije njihove biologije ter
za boljSe razumevanje pridobivanja celic iPS in EMC pri zivalskih vrstah,
pri katerih izolacija EMC do zdaj $e ni bila uspesna. Nekoliko bolj jasna
je povezava med ostalimi pluripotentnimi vrstami celic. I1zolirane celice
PGC postanejo med gojenjem in vitro pluripotentne in jih imenujemo
EGC. Ce pride do rakave transformacije, lahko PGC postanejo maligne
in tvorijo teratokarcinome, v katerih se nato nahajajo v obliki mati¢nih
celic tumorjev (celice ECC).

Povezava med EMC oziroma PGC in somatskimi celicami z razSirjenim
razvojnim potencialom so najbolje raziskali na primeru celic VSEL.
Nekateri avtorji menijo, da se embrionalnim celicam podobne mati¢ne
celice, ki se nahajajo v odraslih tkivih (torej celice MASC, MIAMI, MAPC,
CBE in ESC-A), verjetno ostanek iz embrionalnega obdobja zivljenja.
Med migracijo PGC v spolne grebene se lahko zgodi, da manj$a
populacija celic zapusti svojo obi¢ajno pot in potuje skupaj s krvotvornimi
mati¢nimi celicami v KM ali v druge organe. Tako so Zuba-Surma in
sodelavci dokazali, da je Stevilo celic VSEL v fetalnih jetrih pove¢ano
ravno v obdobju, ko je tam tudi najve¢ krvotvornih mati¢nih celic (33).
Primerjali so tudi epigenetski profil obeh vrst celic. Znano je, da med
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migracijo celic PGC pride do izbrisa njihovega genskega vtisnenja
(imprintinga). To naj bi prepre¢evalo moznost nenadzorovanih delitev,
partenogeneze in tvorbe teratomov. Vendar pa lahko iz PGC z ustreznimi
postopki gojenja kljub temu pridobimo pluripotentne EGC. Podobno bi
lahko veljalo tudi za celice VSEL, za katere $e niso mogli dokazali, da bi
lahko po intrablastocistni injekciji prispevale k razvoju zarodka.
Primerjava metilacijskih profilov DNA med PGC oziroma EMC in VSEL je
pokazala, da imajo vse omenjene vrste celic nekaj genov podobno
vtisnjenih, hkrati pa se metilacija genov, povezanih s proliferacijo med
njimi bistveno razlikuje, kar ima verjetno za posledico prej omenjene
bioloske razlike (29).

Za skoraj vse nastete mati¢ne celice iz neonatalnih in odraslih tkiv je
znacilno, da so z razliénimi postopki gojenja iz njih uspeli pridobiti
domnevno pluripotentne celice. Pri tem ni jasno, ali so te celice zgolj
rezultat reprogramiranja, ki ga sprozijo razli¢ni pogoji gojenja, ali pa so
posledica dejanske prisotnosti pluripotentnih celic in vivo. Mozno je
namre¢, da gojenje in vitro, Se posebej v prisotnosti razli¢nih rastnih
dejavnikov, povzroci reaktivacijo embrionalnih genskih lokusov in s tem
celi¢no dediferenciacijo (34). Izijema so celice VSEL, ki so jih izolirali
neposredno iz razli¢nih tkiv brez predhodnega gojenja in vitro. Znano je,
da imajo oznacevalci pluripotentnosti nadpovprecéno Stevilo psevdogenov
(35). Trenutno je znanih Sest visoko homolognih psevdogenov za OCT4,
10 za NANOG, 16 za STELLO in 6 za CRIPTO1. Nekateri psevdogeni se
prepisujejo in tudi prevajajo, zaradi svoje podobnosti s parentalnim genom
pa lahko v razli¢nih eksperimentih dajo lazno pozitivne rezultate. Zaradi
napacne razlage signalov iz ozadja pri poskusih barvanja s protitelesi proti
proteinom, pomembnim za vzdrzevanje pluripotentnosti, in lazno
pozitivnih rezultatov pri zaznavanju izrazanja embrionalnih genov z
metodami PCR, se pojavljajo Stevilna vprasanja o verodostojnosti
tovrstnih raziskav (36). Najzanesljivejsi dokaz pluripotentnosti odraslih
mati¢nih celic bi bila namrec¢ injekcija v blastocisto ter nato dokaz, da te
celice sodelujejo pri razvoju zarodka, vendar tega do sedaj $e niso mogli
dokazati na zanesljiv in ponovljiv nacin.

5 Sklep

Od vseh pluripotentnih celic imajo EMC najvecji potencial za uporabo v
medicini, eprav Se niso reseni Stevilni problemi, povezani z njimi. Zato
postajajo vse bolj zanimive pluripotentne mati¢ne celice odraslega, saj
naj ne bi tvorile tumorjev, njihova izolacija je eti¢éno nesporna, prisotne
so vse zivljenje, lahko bi jih pridobili iz vsakega bolnika in jih nato
uporabili za njegovo lastno, to je avtologno zdravljenje, ki ne bi
povzrocalo zapletov, povezanih z imunskim odzivom na tuje tkivo. Vendar
so glavne ovire, ki preprecujejo ucinkovito uporabo v regenerativni
medicini, Se vedno nepremostljive. Teh celic je izredno malo, njihova
izolacija je zahtevna, tezko je tudi gojenje v kulturi. Uspehe pri gojenju
embrionalnim podobnih matiénih celic odraslega navaja le ena
raziskovalna skupina (23). Vprasanje, katere mati¢ne celice bodo najbolj
uspesne za regenerativno medicino, ostaja neodgovorjeno. Ni Se jasno,
ali bodo to celice VSEL, celice iPS ali EMC ali pa bo na koncu prevladala
kak3na nova metodologija.
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