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Ujarzmianie starzenia: roznicowanie komorkowe
i komorki macierzyste

Aging subjugation: cellular differentiation and stem cells
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Streszczenie

Ostatnie lata przyniosty znaczqcy postep w dziedzinie wyjasniania przyczyn roznicowania komdrkowego, starzenia i od-
mtadzania komorek. W obecnym przeglgdzie przedstawiono to w swietle mechanizmow prowadzqcych do rozZnicowania
komorkowego i starzenia oraz ich odwracania/spowalniania dla celow terapeutycznych. Rozpoczeto od wymienienia gtow-
nych cech/przyczyn starzenia, tj. modyfikacji epigenomu (zmiany metylacji cytozyny DNA i kodu histonowego) oraz mody-
fikacji genomu (mutacji DNA, zmian dlugosci telomerow, a takze przemieszczania transposonow). Nastgpnie omowiono
mechanizmy roznicowania komorkowego w kontekscie zmian epigenomu i podkreslono odwracalnosc tego procesu dla
odmitadzania komorek. Przedyskutowano powstawanie pluripotentnych, embrionalnych komdrek macierzystych oraz po-
chodzenie, plastycznosc i starzenie komorek macierzystych narzgdowych. (Gerontol Pol 2015, 1, 143-58)
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Abstract

Recent years have brought remarkable advance in the field of cellular differentiation, senescence and rejuvenation. Those
phenomena are presented in the light of mechanisms of cellular differentiation, senescence and their reversion/slowing
down. At the outset, the epigenetic and genetic hallmarks of senescence (drift of DNA cytosine methylation, histone code,
DNA mutations, telomere shortening and transposon translocalization) are discussed. Then, the attention is focused on the
mechanisms of cellular differentiation, its reversion and formation of embryonal pluripotent stem cells. The provenience,
plasticity and senescence of organ stem cells is critically disussed. (Gerontol Pol 2015, 1, 143-58)

Key words:epigenome, cell rejuvenation, cell differentiation, stem cells

Wstep

Zainteresowaniom tym towarzyszy wzrost badarii nad
usprawnieniem regeneracji komoérek poprzedzony po-
Organizmy wielokomérkowe, a szczegdlnie kregow-

ce, w tym takze ludzie, podlegajg w czasie swojego zy-

stepem w wyjasnianiu mechanizméw réznicowania ko-
moérkowego oraz powstawania i funkcjonowania komo-

cia procesowi zmian struktury i pogarszania funkcji ko-
morek, czyli starzeniu, ktére koriczy si¢ nieodwotalnie
Smiercig.

Od zarania dziejéw ludzie marzyli o niesmiertelnosci,
odmladzaniu i mozliwosci odtwarzania czgsci swojego
ciatla. Dowodzg tego liczne mity sumeryjskie, greckie,
chiriskie i indyjskie m.in. o eliksirze mtodosci oraz o ko-
ralu i fontannie nieSmiertelnosci.

Ostatnie dekady przyniosty lawine publikacji nauko-
wych wyjasniajacych molekularne i komérkowe mecha-
nizmy starzenia. W §lad za tymi publikacjami podazyto
zainteresowanie procesami powstrzymywania i odwra-
cania procesu starzenia, czyli odmtadzanie organizmu.

rek macierzystych. Wprawdzie nazwe stammzelle - stem
cell - komorka macierzysta sugerowat juz w 1868r E.
Haeckel, ale nowoczesne badania nad rolg komérek ma-
cierzystych rozpoczely si¢ dopiero pod koniec lat szes¢-
dziesiatych ubieglego stulecia.

W ciggu ostatnich trzydziestu lat udowodniono takze,
ze roznicowanie komoérkowe jest procesem odwracal-
nym, co przetozylo si¢ na praktyczne mozliwosci cofa-
nia tego procesu i wytwarzania z catkowicie zréznico-
wanych komérek — odmtodzonych komdrek pluripotent-
nych oraz innych zréznicowanych komoérek. Zaowoco-
walo to takze sukcesami w klonowaniu ssakéw. Postep
w tych dziedzinach wraz ze stosowaniem komoérek ma-
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cierzystych w terapii stworzyly podwaliny do powstania
medycyny regeneracyjnej, ktéra zajmuje si¢ teorig od-
miadzania i regeneracji ludzkich komérek.

Starzenie i jego przyczyny a odmladzanie
komorek

Przyczyny starzenia wyjasnia wiele teorii opisanych
ostatnio w licznych opracowaniach przegladowych
[1-6]. Wsrdd tych teorii—przyczyn starzenia znajduja si¢
najwazniejsze: ® zmiany genomu (mutacje DNA, skra-
canie telomeréw i przemieszczanie transposonéw) [7,8]
e modyfikacje epigenomu (metylacja cytozyny DNA,
kod histonowy oraz mikroRNA i diugie, niekodujace
RNA [9-11] e uszkodzenia makroczasteczek, w tym
DNA, przez wolne rodniki i glikacj¢ [12,13] e zaburze-
nia kontaktéw migdzy komérkami [14] e zapalenie star-
cze [15].

Strategie powstrzymywania starzenia oraz pobudzania
regeneracji tkanek opierajg si¢ na odwracaniu proceséw
réznicowania komdrkowego, na zatrzymywaniu/cofaniu
procesOw starzenia oraz na terapeutycznym stosowaniu
komorek macierzystych narzagdowych [16-19].

Resetowanie, odbudowa i zmiany epigenomu.
Réznicowanie komérkowe

Roéznicowanie (dyferencjacja) komodrkowe zacho-
dzi gléwnie w czasie rozwoju embrionalnego, ale takze
w zyciu po urodzeniu. W jego wyniku powstaje z jedne;j
zaptodnionej komorki jajowej 200 rodzajéow zréznico-
wanych i wyspecjalizowanych komoérek organizmu do-
rostego. Ten plejomorfizm komoérek, a w péZniejszym
zyciu takze proces ich starzenia wywotywane sg gldwnie
zmianami (dryftem) epigenomu [20-22].

Epigenom odpowiada za pozagenetyczng regulacje
ekspresji genéw (bez ingerencji w sekwencje nukleoty-
déw DNA), ktéra odbywa si¢, poprzez tzw. cis-epige-
netyczng kontrolg, tj.: ® metylacj¢/demetylacje cytozy-
ny DNA wystepujacej w parach CpG lub poprzez tzw.
trans-epigenetyczng kontrole aktywnosci gendw, tj.:
e acetylacje/deacetylacje oraz metylacje/demetylacje
histonow, a takze ich ubikwitynacj¢ i fosforylacje. Te
zmiany struktury histonoéw przybierajg posta¢ tzw. kodu
histonowego ® mikroRNA, ktéry hamuje translacje po-
przez blokowanie mRNA.

Metylacja cytozyny DNA, kod histonowy i stan mi-
kroRNA odpowiadajg za na charakterystyczny wzorzec
epigenomu, ktéry zmienia si¢ wraz z wiekiem organizmu.

W czasie i wkrétce po zaptodnieniu wzorzec epige-
nomu jest kasowany — resetowany [23,24], a komérki
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stajg si¢ catkowicie niezr6znicowane, czyli totipotent-
ne. Mogg dzieli¢ si¢ nieskoriczenie, a takze wytwarzac
wszystkie rodzaje komoérek organizmu oraz komorki
bton ptodowych. Ich zdolnos¢ do podzialéw jest wyni-
kiem wydiuzania telomeréw dzieki mechanizmowi ALT
(alternative lenghtening of telomeres) wlaczajacemu wy-
miany miedzy telomerami siostrzanych chromosomoéw.
ALT jest takze sposobem wydtuzania telomeréw w ko-
morkach ok. 10% nowotworéw [25,26].

W komorkach péZniejszego rozwoju embrionalnego
za wydtuzanie telomeréw odpowiada enzym — telomera-
za [27,28], ktéry w aktywnej formie wystepuje takze po
urodzeniu w narzgdowych komdrkach macierzystych, w
meskich komérkach piciowych i w komoérkach ok. 90%
nowotwordéw. Komérki somatyczne pozbawione sg telo-
merazy, co prowadzi, obok wplywu innych czynnikow,
do ich starzenia replikacyjnego i Smierci.

W stadium moruli i blastocysty [29] rozpoczyna si¢
odbudowa epigenomu, czyli réznicowanie komdrko-
we, a komorki embrioblastu blastocysty (wyksztatca
si¢ z niego embrion) stajg si¢ pluripotentne, tzn. moga
z nich powstawac wszystkie komérki organizmu z wy-
jatkiem komérek bton ptodowych.

Komorki embrioblastu blastocysty mozna hodowacd
in vitro 1 wtedy nazywane s3 embrionalnymi komdrka-
mi macierzystymi (ES) pluripotentnymi. Poddajg si¢ one
z trudem, jesli w ogdle, procesowi starzenia i stosunko-
wo tatwo réznicujg si¢. Jednak stosowanie ludzkich ES
w celach badawczych i leczniczych ograniczajg wzgledy
etyczne.

W dalszym rozwoju embrionalnym réznicowanie ko-
morkowe postgpuje, czego wynikiem jest powstawanie
trzech listkéw zarodkowych: ekto-, mezo- i endodermy,
a z nich, ich pochodnych tkankowych i narzadowych.
Z ektodermy powstajg rowniez pierwotne komorki
plciowe i ich komdrki potomne, ktére resetujg swoj epi-
genom, w tym tzw. imprinting, tj. inny wzorzec epige-
nomu alleli meskich i inny wzorzec alleli zeniskich. Wy-
nikiem tego jest uksztaltowanie epigenomu ojcowskiego
(plemnikéw) 1 matczynego (komorek jajowych).

Apogeum odbudowy zapisu epigenetycznego, a zatem
takze réznicowania komdrkowego przypada na okres
okotoporodowy, kiedy 81% miejsc cytozynowych DNA
jest zmetylowanych. W zyciu po urodzeniu dochodzi
do postepujacej hipometylacji DNA — u ludzi 26-letnich
78% miejsc cytozynowych jest zmetylowanych, a u star-
céw tylko 73% [30,31].

W miar¢ réznicowania komérek ich potencja, tj. zdol-
nos¢ do podzialéw i réznicowania stopniowo zaweza
sie. W koncu wigkszos¢ komorek przestaje si¢ dzieli¢
i traci potencj¢ do przeksztalcania si¢ w inne komorki
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zachowujac jednak zdolnos¢ do wykonywania swoich
specjalistycznych funkcji.

Hamowanie podziatow komorek réznicujacych sie jest
powodowane, poza skracaniem ich telomeréw, szcze-
g6lng aktywnosciag genéw dla biatka RB — inhibitora
podzialéw komoérkowych, ktére ponadto podtrzymuje
stan zréznicowania komorek [32]. W czasie starzenia
niezdolnos¢ zréznicowanych komorek do podziatéw jest
wzmacniana ekspresja dodatkowego biatka, inhibitora
cyklu komérkowego — p16 [33].

Hamowanie podzialéw komérkowych w trakcie r6z-
nicowania komoérkowego i starzenia jest dobrotliwg wia-
Sciwoscig sprzyjajaca przedtuzaniu zycia calego organi-
zmu, poniewaz nie dzielace si¢ komoérki sg statystycznie
mniej narazone na mutacje DNA, a zatem takze na no-
wotworzenie, choroby degeneracyjne i inne [7].

Komérki macierzyste i ich pochodzenie

Starzejace sie i Smiertelne komoérki somatyczne wy-
pracowaly w czasie ewolucji sposéb dla zachowania
swojej stalej liczby w narzadach oraz, u cztowieka, do
ograniczonej regeneracji. Niewielka ich czgs$¢ zachowu-
je mianowicie ograniczone wilasciwosci komoérek em-
brionalnych stajgc si¢ komérkami macierzystymi zacho-
wujacymi zdolnos¢ do podzialéw i réznicowania w inne
komérki na ogét tej samej linii.

Pochodzenie komdrek macierzystych siega poczat-
kéw ewolucji zycia na ziemi. Istniejagce wowczas pro-
ste, jednokomoérkowe organizmy rozmnazaly si¢ przez
podziaty. Nie obumieraly wykazujac rodzaj niesmier-
telnosci. Z czasem te nieSmiertelne twory wytworzyty
pomocnicze komérki wspomagajace je w rozmnazaniu
i zdobywaniu pozywienia. W ten sposéb powstata li-
nia komérek piciowych zapewniajacych rozmnazanie i
przedluzanie gatunku oraz linie pomocniczych komérek
somatycznych ciata. Pojecia komorka ptciowa, komorka
somatyczna wprowadzit w 1893 r. A. Weismann.

U czlowieka dorostego lini¢ komdrek picio-
wych reprezentuja wyspecjalizowane komorki jajowe
i plemniki, ktére po potgczeniu (zaptodnieniu) zyskujg
potencje do rozmnazania tworzac lini¢ niesmiertelnych
komorek zarodkowych. Te z kolei réznicujg si¢ w czasie
rozwoju embrionalnego podtrzymujgc istnienie linii ko-
morek plciowych oraz przywracajac linie znacznie licz-
niejszych, pomocniczych komérek somatycznych, ktore
podlegaja starzeniu i sg Smiertelne.

Komorki macierzyste narzagdowe

W embriogenezie komoérki wezesnych stadiow roz-
woju embrionalnego, do stadium blastocysty/organoge-
nezy s komorkami tworczymi calego organizmu, a po
organogenezie cz¢S¢ z nich staje si¢ komdérkami macie-
rzystymi narzadowymi wiaczajacymi 1 utrzymujgcy-
mi w stanie aktywnym geny dla telomerazy — enzymu
wydtuzajacego telomery. Komdrki macierzyste majg
zdolnos¢ dzielenia si¢ oraz ograniczonego rdznicowa-
nia w jeden, dwa lub kilka rodzajéw komérek. Sg zatem
uni- bi- lub multipotentne [34].

Takie komorki nazywane sg komérkami macierzysty-
mi narzgdowymi lub dorostymi i wystepujg w wiekszo-
Sci narzagdéw organizmu dorostego jako komorki macie-
rzyste hemocytopoezy, mezenchymatyczne, srédbtonka,
nerwowe wywodzace si¢ z cewy nerwowej i grzebienia
nerwowego (w tym komorki glejowe ostonkowe narza-
du wechowego), nabtonka jelita, jadra, gruczotu mleko-
wego i krokowego oraz watroby i in. narzagdéw. Moga
si¢ one dzieli¢ i réznicowaé przez cale zycie cztowieka,
chociaz podlegajg takze starzeniu. Odpowiadajg za ho-
meostaz¢ komorkowg narzagdéw oraz za ograniczong
u cztowieka ich regeneracje.

Komérki macierzyste narzagdowe zajmujg w réznych
narzadach nisze, tj, wolne przestrzenie wraz z blaszkami
podstawnymi komoérek oraz elementami istoty podsta-
wowej, ktére grajg wazng role w ich komunikowaniu si¢
z otoczeniem i w starzeniu [35,36].

Plastycznos¢ komoérek macierzystych.
Komorki progenitorowe

Komérki macierzyste narzagdowe dzielg si¢ wielokrot-
nie, a los potowy liczby ich potomstwa zostaje zdetermi-
nowany przez wytworzenie komoérek progenitorowych,
ktére dzielg si¢ i1 réznicujg w okreslone, wyspecjalizo-
wane komérki. Jednak komorki macierzyste i progenito-
rowe mogg zmienia¢ swéj los. Na przyktad, z jednego
rodzaju komorki macierzystej szpiku (hemocytoblastu)
powstaje w warunkach naturalnych wiele rodzajéw ko-
morek progenitorowych krwi i komérek tucznych, ktére
dzielac si¢ podlegajg ré6znicowaniu, a z kazdej z nich po-
wstaje jeden rodzaj komoérki krwi/tkanki tacznej. ROw-
niez po przeszczepieniu komoérek macierzystych/proge-
nitorowych, np. szpiku do innego narzadu mogg z nich
powstawaé komérki tego narzadu. Zjawisko takie nazy-
wane jest plastycznoscig komdrek macierzystych/pro-
genitorowych. Jej przyczyny wigza si¢ z przeprogramo-
waniem epigenomu przeszczepionych komérek macie-
rzystych lub niekiedy, z fuzjg komdrek wszczepionych
z komérkami innego mikrosrodowiska [37].
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Manipulacje réznicowaniem a odmladzanie
komoérek

Przez dlugi czas uwazano réznicowanie komdrkowe
za proces nieodwracalny. Przeczyly temu klasyczne ba-
dania embriologiczne heterotopowego przeszczepiania
tkanek, komérek i ich jader, a szczeg6lnie przeszczepy
jader catkowicie zréznicowanych komorek do cytopla-
zmy komorek jajowych ptazéw [38]. W wyniku tych
ostatnich przeszczepéw powstawaly doroste 1 ptodne
organizmy. Réwniez przeprowadzone znacznie pdzniej
(1997) sklonowanie owcy poprzez wszczepienie jadra
komorkowego zrdéznicowanej komoérki do cytoplazmy
komorki jajowej [39], dostarczyto bezposredniego do-
wodu na odwracalnos¢ procesu réznicowania u ssa-
kéw. Podobnych dowodéw dostarczyly rowniez wyniki
fuzji komérek zréznicowanych z niezréznicowanymi,
a przede wszystkim konwersja fibroblast — mioblast
uzyskana przez wprowadzenie do fibroblastu czynnika
transkrypcji MyoD [40].

Efektem cofania r6znicowania jest takze przywrécenie
komorkom wilasciwosci wydtuzania telomeréw, co przy-
wraca im takze zdolnos¢ do podzialéw. Dokonuje si¢ to/
tego albo przez przywrdcenie aktywnosci telomerazy,
albo z pomocy alternatywnego wydluzania telomeréw
(ALT) przez wzbudzanie rekombinacji migdzy telome-
rami siostrzanych chromosoméw [25,26].

Embrionalne komoérki macierzyste (ES)

Na poczatku lat osiemdziesigtych ubieglego stulecia
wykazano, ze hodowanie in vitro blastocyst pozwalato
na otrzymywanie pluripotentnych komdrek permanent-
nie dzielgcych si¢ oraz réznicujacych si¢ we wszystkie
komorki organizmu (z wyjatkiem komérek bion ptodo-
wych) [41]. Ludzkie komoérki pluripotentne uzyskano
prawie dwadziescia lat p6Zniej z embrioblastu blastocy-
sty (powstaje z niego embrion) [42]. Mozna je bylo ho-
dowac in vitro, jako embrionalne komoérki macierzyste
(ES). Cechuje je pluripotencja i prawdopodobnie nie-
skonczona zdolnos¢ do rozmnazania [43]. Jednak sto-
sowanie ES ludzkich jest w wielu krajach zabronione ze
wzgledow etycznych, poniewaz przy ich pobieraniu bla-
stocysty mogg ulec uszkodzeniu.

Gtéwng zaletg ES w terapii jest ich pluripotencja, tj.
mozliwos¢ réznicowania si¢ we wszystkie komorki or-
ganizmu z wyjatkiem komorek bton plodowych oraz
zdolnos¢ do permanentnego rozmnazania. Ich wada wy-
nikajgcg z ubdstwa stosowanej obecnie technologii jest
trudnos¢ kontrolowania ich réznicowania w pozadane
komorki i tkanki. Na znaczenie réznicowania ES sto-
sowanego w celach terapeutycznych wskazuje fakt, ze
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muszg one ulec réznicowaniu w 100%. Pozostawienie
bowiem nawet pojedynczych, niezréznicowanych ES w
réznicujacej sie populacji komérek moze by¢ Zrédlem
potworniakorakéw i potworniakow.

Starzenie komérek macierzystych
narzadowych

Podobnie jak inne komorki, somatyczne komoérki ma-
cierzyste narzgdowe podlegajg starzeniu tracac stopnio-
wo wlasciwosci proliferacji i precyzj¢ réznicowania do
wyspecjalizowanych komoérek okreslonego typu. Sta-
rzenie si¢ narzagdowych komdrek macierzystych odgry-
wa znaczng role w postgpie starzenia calego organizmu.
W miar¢ uptywu wieku organizmu przejawia si¢ to si-
wieniem 1 wypadaniem wiloséw, spadkiem masy i sily
miesni, spadkiem masy kosci, dominacjg liczby komé-
rek linii myelopoetycznej krwi i szpiku nad komérkami
linii limfopoetycznej, hamowaniem neurogenezy [18]
oraz spowolnieniem gojenia si¢ ran.

Starzenie komérek macierzystych, podobnie jak sta-
rzenie innych komoérek somatycznych, przejawia si¢
wystepowaniem markeréw komoérkowych starzenia:
ekspresjq biatka p16 i B-galaktozydazy oraz obecnoscig
w jadrach komoérkowych konglomeratow biatka HP-1
[19,44].

Komérki macierzyste, szczegdlnie w dlugo zyjacym
organizmie czlowieka, przechodzg przez wiele cykli
podziatlowych, a w kazdym z nich skracane sg ich telo-
mery, chociaz w mniejszym stopniu niz innych komérek
somatycznych tego samego wieku. Skracanie telomerow
ogranicza aktywna telomeraza, co jest charakterystyczng
cechg narzgdowych komdrek macierzystych [45]. Po-
nadto zmienia¢ si¢ moze struktura chromosoméw komo-
rek macierzystych narzgdowych, a pojedyncze zasady
ich DNA mogg ulega¢ mutacji. To wszystko prowadzi,
obok wptywu innych czynnikéw (np. zmian epigenomu
i gromadzenia szkodliwych makroczasteczek) do starze-
nia przejawiajacego si¢ zmniejszaniem liczby i ograni-
czeniem funkcji komorek macierzystych. Na przyktad,
w migsniu szkieletowym miodych organizméw jego ko-
morki macierzyste (komorki satelitarne) odpowiadajg na
uszkodzenia bedace skutkiem np. treningu — podziatami
komoérkowymi, a nastgpnie hipertrofig (zwigkszeniem
masy komérek) i ewentualnym réznicowaniem w ko-
moérki migsniowe. W miesniach organizméw starych,
poza ograniczeniem podzialéw, wystepujg tendencje
réznicowania si¢ ich komdrek macierzystych, gléwnie
w adipocyty i fibroblasty, a w mniejszym stopniu w ko-
morki migsniowe. Uposledza to regeneracje tkanki mig-
Sniowej na rzecz fibrogenezy i adipocytogenezy. Podob-
nie jest w szpiku kostnym, ktérego komdrki macierzyste
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organizméw starzejacych si¢ majg wigksze tendencje
r6znicowania si¢ w komoérki szeregu myelopoezy niz
limfopoezy.

Zmiany takie sg szczeg6lnie wyrazne i przyspieszone
w przebiegu przedwczesnego starzenia (progerii) bada-
nego na modelu myszy. Zdrowe myszy zyja Srednio 1-2
lata, natomiast u zwierzat progeryjnych proces starzenia
ujawnia si¢ juz po 17 dniach zycia, a zycie konczy si¢
ze starosci po 28 dniach. Jednak czynniki humoralne
wydzielane przez mtode komoérki macierzyste moga ha-
mowac przyspieszone starzenie i przediuzaé trzykrotnie
zycie myszy progeryjnych [46].

Starzenie komérek macierzystych nie tylko zmniejsza
ich populacje, pogarsza odnowe i zdolnosci reparacyjne

Pismiennictwo

tkanek, ale moze takze drastycznie skraca¢ zycie ludzkie
wskutek transformacji starzejacych si¢ komoérek ma-
cierzystych w komorki nowotworowe. Wprawdzie nie
ma bezposrednich dowodéw na zaleznos¢ starzenie —
transformacja nowotworowa komdrek macierzystych,
ale wiadomo, ze wiele funkcjonalnych szlakéw przeka-
zujacych sygnaty wewnatrz komorek i pobudzajacych
wzrost komoérek nowotworowych pobudza takze wzrost
komdrek macierzystych [18].
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