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Komorki macierzyste

»Komorka macierzysta (ang. stem
cell) — komodrka zdolna do potencjalnie
nieograniczonej liczby podziatow i
roznicowania do innych typow
komorek

»Embrionalne komoérki macierzyste
(embryonic stem cells ESCs ) -
komorki izolowane na wczesnym
etapie embriogenezy gdy zarodek jest
w formie blastocysty

» Doroste komorki macierzyste -
znajdowane w tkankach dorostych
organizmow, gdzie zasiedlajg nisze
chronigcg je oraz utrzymujgca ich stan
| potencjat do roznicowania

wyspecjalizowanych

Doroste
komorki
macier.

Embrionalne
komorki
macierzyste

ESCs/(;M

Komérki generujace
wszystkie typy komoérek

blastocysta

Hodowla komoérek

macierzystych / \‘\(

Roézne warunki
hodowli (czynniki

wzrostu)

Komorki Komérki Komorki
krwi

. watroby nerwowe
Roézne typy ;

komorek

Komérki generujace
wybrane typy komorek



Komorki macierzyste

»Ze wzgledu na zdolnos¢ do réznicowania
komorki macierzyste dzieli sie na:

rtotipotentne — takie, ktére moga ulec Blesionyeh
zréznicowaniu do kazdego typu komorek, Komérki nerwowe
w tym komorek tworzgcych tozysko

»pluripotentne — takie, ktére mogg dac :
poczatek kazdemu typowi komoérek / T

dorostego organizmu z wyjgtkiem
komorek fozyska el

. o R

»multipotentne — takie, ktére mogg dac  watova Komérki krwi
poczatek kilku réznym typom komérek, z .
reguty o podobnych wiasciwosciach

Tkanka miesniowa

Komérki serca

Tkanka

disssoum Komorki nabtonkowe



Komorki macierzyste - pierwszy przeszczep

»W 2008 po raz pierwszy przeszczepiono organ wyhodowany z wiasnych
komorek macierzystych pacjenta

Wymieniony

1. Gruzlica uszkodzita droznos¢
tchawicy hamujac doptyw
powietrza u kobiety

Uszkodzony
fragment

3. Fragment tchawicy pobrano

od niezyjacego dawcy.

Usunigto enzymatycznie 4. Komoérki chrzastki sa hodowane na
: - : : komérki pozostawiajac szkielecie tchawicy i przeszczepiane
iwyréznicowano je do komérek kolagenowy szkielet organu biorcy
chrzastki w laboratorium




»W 2008 po raz pierwszy przeszczepiono organ wyhodowany z wtasnych
komorek macierzystych pacjenta
»Rycina przedstawia budowe bioreaktora zastosowanego w terapii

Pozywka
hodowlana
z zawiesing
komorek
chondrocytow




»Reprogramowalnie jgdrowe — proces biologiczny, w ktérym zachodzi
przeprogramowanie chromatyny jadrowej dorostej komorki do stanu
pluripotencjalnego, co umozliwia zamiane losu rozwojowego komorki i
wyroznicowanie jej do innego typu wyspecjalizowanej komorki

»Chromosomy eukariotyczne zbudowane sg z kompleksu DNA i biatek
zwanej chromatyna, ktéra podlega kondensacji w trakcie podziatu
komorkowego

R 0 o pa e Ao Tl g A AN Chromatydy
\ Ee b Gl ol e & < (700 nm)
Nukleosom ) . LSS :*‘ b
R J (10 nm) 7 : ' i oo
DNA podwéjna helisa ¢
(2 nm)

g i/ & { / I
¢ LLL‘""" /% =, e ) 523 SN £
{ /'\ ( l'\( > ! H1 5o 2 / petle platforma

Histony H3, H4, H2A, H2B

Zrepzkny

chromosom
(1,400 nm)

Chromosom
metafazowy



»Reprogramowalnie jadrowe — proces biologiczny, w ktorym zachodzi
przeprogramowanie chromatyny jadrowej dorostej komérki do stanu
pluripotencjalnego, co umozliwia zamiane losu rozwojowego komorki i
wyrdznicowanie jej do innego typu wyspecjalizowanej komorki

»Transfer jadra — chromatyna jgdrowa

. I . 1. Transfer Jadra ¢

dorostej komorki podlega reprogramowaniu | /'_‘ﬁ
po transferze to oocytu, z ktérego usunieto *6&.“*\ , e
jadro B it & ) i icaion ;_“&:v‘: _ %‘,
/7’;/@# o Blastocyst i

Komorka somatyczna

»Fuzja komérek — chromatyna jgdrowa jest
przeprogramowywana przez czynniki obecne 2. ruzja komsrek

<7 Komérka somatyczna ( b

w cytoplazmie komaorki macierzystej = /\A A

. . . (//bf\,/&“ ONATomin... . . y E
»Transdukcja czynnikami — > (8 ™ (8
transkrypcyjnymi — doroste komorki skoéry 3. Transdukcja czynnikami
rosngce na szalkach traktowano plazmidem MRSSYPeYI™.
DNA kodujgcym macierzyste czynniki 97@ ‘ b
transkrypcyjne. Produkty ekspresji gendéw z N O PRt Kon\mﬁki -

plazmidow przetransformowaty doroste —

komorki do komorek zwanych
indukowanymi komérkami macierzystymi
ang. induced pluripotent stem (iPS) cells



Reprogramowanie jadrowe

»Transfer jgdra — chromatyna jgdrowa dorostej komorki podlega reprogramowaniu po
transferze do oocytu, z ktérego usunieto jgdro. Proces nazywany jest rowniez
klonowaniem terapeutycznym gdy ograniczy sie do etapu embrionu lub klonowaniem
reprodukcyjnym gdy dojdzie do implantacji w macicy, rozwoju i narodzin

A flock of Ion



Reprogramowanie jadrowe

»Transfer jgdra — chromatyna jgdrowa dorostej komorki podlega reprogramowaniu po
transferze do oocytu, z ktérego usunieto jgdro. Proces nazywany jest rowniez
klonowaniem terapeutycznym gdy ograniczy sie do etapu embrionu lub klonowaniem
reprodukcyjnym gdy dojdzie do implantacji w macicy, rozwoju i narodzin

TECHNIKA
. Komorki Komodrka
»W 19970gtoszono narodziny owcy Dolly sutka ' jajowa
sklonowanej technikg transferu jgdra z Tdawey gy § -~ 0awcy
wyroznicowanych komorek sutka
~ Usuniecie
i jadra
Il-(lodoyvlall(\e\ Fuz;i/ komoérkowego
omore
sutka
|
| ——Jadro z komorki
@ Hodowla l sutka
komodrkowa

- Wczesny embrion
© mplantacja

embrionu
do surogatki —

QRozwéj ptodowy k l o
i narodziny klonu | Owca “Dolly” genetycznie
WYNIK 3 identyczna (klon) do
/] 1 dawcy komorek sutka

©2011 Poarson Educaltion. Inc.



»Transfer jadra — chromatyna jgdrowa dorostej komaorki podlega reprogramowaniu po
transferze do oocytu, z ktérego usunieto jgadro. Proces nazywany jest rowniez
klonowaniem terapeutycznym gdy ograniczy sie do etapu embrionu lub klonowaniem
reprodukcyjnym gdy dojdzie do implantacji w macicy, rozwoju i narodzin

TECHNIKA

. Komérki & % Komorka
»W 19970gtoszono narodziny owcy Dolly sutka fﬁ-‘# i jajowa
sklonowanej technikg transferu jgdra z Tdawey gy B 71 2 dawcy
wyroznicowanych komorek sutka

Usumecne
g 3 Fuzja jadra
»Przedwczesna smier¢ Dolly w 2003 oraz EOdOWI?( komérkowego
. . P omore
zdiagnozowane zapalenie stawdw sutka
doprowadzity do spekulaciji, ze jej komorki
nie byly tak ,zdrowe” jak normalnych owiec —Jqdmz komorki
2 @ Hodowla | sutka

co spowodowane byto niepetnym komérkowa

przeprogramowaniem informacji jgdrowe;j Wezbsny/ombrion

@ Implantacja

embrionu )
» W latach 1997 -2007 sklonowano 17 dosurogatkl.  Weegny
innych gatunkéw ssakéw H,{

e 8

(@ Rozwdj ptodowy 1
i narodziny klonu Owca “Dolly” genetycznie
WYNIK \i*\f identyczna (klon) do
) /1 1 dawcy komérek sutka

»Klonowanie reprodukcyjne jest ciggle
procesem niewydajnym

2011 Pearson Education, ing



Indukowane komorki macierzyste

»Komoérki macierzyste posiadajg charakterystyczne wzory ekspresji genow,
regulowanych przez specyficzne czynniki transkrypcyjne np. Oct4, Sox2, c-Myc,
Nanog i inne

»W 2006 naukowcy uzywajac techniki rekombinowanego DNA dokonali transformaciji
komoérek skory plazmidami kodujgcymi biatka ,macierzystosci”

hodowla selekcja Terapie

komorek
{—2 d somatycznych leksg)anSJa . dla pacjenta
£

O - @ 7 Testowanie lekow

Oct4
ct4d  Sox2 Modele chordb

|
K{/ Komorkn
}” |):I Somatyczne C_Myc Nanog

dodanie ; i R
czynnikow link do prezentacji na nobelprize.org

"macierzystosci”

»Uzyskano indukowane komorki macierzyste — komorki posiadajgce wszelkie cechy
embrionalnych komoérek macierzystych

»W zwigzku z kontrowersjami dotyczgcymi uzycia komorek macierzystych izolowanych
z embrionéw odkrycie prostej metody indukcji komdrek macierzystych z dojrzatych
komoérek somatycznych uznano za przetom naukowy, ktéry doprowadzi do rutynowego
zastosowania IPSc w terapii regeneracyjne;j

»Nagroda Nobla 2012 w dziedzinie medycyna i fizjologia dla Shinya Yamanaki za IPSc



Indukowane komeérki macierzyste

https://www.youtube.com/watch?v=YdjQz4urDjM



Strategie terapii choréb uw. genetycznie

Modyfikacje somatyczne genotypu:

(np. przeszczep szpikuje w B-thallasemia)
ii) terapia genowa
Farmakologiczna modulacja ekspresiji
Zmutowane mRNA Interferencyjne RNA w celu degradacji mRNA
Podmiana biatka
@ (np. factor VIII - hemofilia)
. Zmiana aktywnosci
Zmutowane biatko / yw
@ Suplementacja celowana:
i) dieta (np. redukcja fenoloalaniny w PKU)
Zmiany metaboliczne «  i) farmakologiczna
@ Interwencja medyczna (np. transfuzja)

Cechy kliniczne . . .
Interwencja chirurgiczna

@ Konsultacja genetyczna
Rodzina -

Badania przesiewowe na nosicielstwo

Diagnostyka pre-symptomalna



Terapia genowa - podejscia

»Istniejg dwa gtowne sposoby dostarczania kwasow nukleinowych

In vivo
geeressassistarasnteristsnntstansnnransnran,
............................ 1 Iniekcja < %o
I do tkanki Py .
»

0, DNAW [ A :
S 7 liposomach Rekombinowany :
£ E wirus :
NS H

S T A B e ———
Pistolet genowy

S ‘ "”‘k‘) O
\)

»System dostarczania kwasow
nukleinowych specyficznie celuje w
wybrane komorki, ktére majg byc¢

poddane terapii

DNA plazmidowe

Ex vivo

Komérki od pacjenta
poddane sa terapii

genowej w warunkach / =
hodowli { )
S, D - ™ I/'L’ cL\.
S
=‘ 3 { / | "I \ ‘!, \.
.';j:::tu:b' \t‘ / ] (v'/' "\1‘\ |.
or do & 3]
terapii genowej \ / \‘. H /
\ f
- |
Komérki ‘ ‘ | |
po terapii wprowadzane sa \ /
ponownie do pacjenta ) ) ’\

»Chore komoérki sg pobierane i

poddane terapii w laboratorium po
czym juz jako zdrowe sg wszczepiane

do pacjenta



Terapia genowa - wyhor wektorow

»Wybor wektora do terapii genowej wymaga posiadania wiedzy biologicznej o
mechanizmie odpowiedzialnym za chorobe

Adenowirusy DNA Retrowirusy Liposomy

Adenowirus RNA Kodugace
z DNA genu prawiciony gen
do terapii

odwrotna
vanskryptaza (RT)  deDNA

blona —
hoendrkown =
DNA 3
Qospodanza 3
lqdro

»Powodzenie terapii czesto wymaga aby wprowadzony gen terapeutyczny byt wyrazany
do biatka przez dtugi czas. Osigga sie to przez integracje genu do genomu
wykorzystujgc fakt, ze wektory wirusowe i retrowirusowe posiadajg sekwencje
umozliwiajgce wigczenie obcego DNA do genomu. Dzielgce sie komorki przekazujg
potomnym komoérkom ten gen i produkujg prawidtowe biatko.




Wektory

® Retrowirusy:
o Zawierajg 3 geny, ktére mogg byc¢ zastgpione genem, ktéry chcemy przetransferowac
o Nowe DNA do 8kb
o Ograniczone do komoérek ktére ulegajg podziatowi
e AAV (adeno-associated viruses):
o Nowe DNA do 5kb
o Niewielka reakcja immunologicznej
o Komorki dzielgce i niedzielgce
e Adenowirusy
o do 35kb nowego DNA
o Komorki dzielagce i niedzielgce
o Silna reakcja immunologiczna (jedna Smier¢ w badaniach klinicznych)



»Ciezki ztozony niedobér odpornosci (zespdt SCID ang. severe combined
immunodeficiency disease), wywotywana przez mutacje w genie kodujgcym
deaminaze adenozyny (ADA). ADA produkowana jest w limfocytach T i degraduje
kwasy nukleinowe.

»Chorzy cierpig z powodu nawracajgcych infekcji o podtozu wirusowym, grzybiczym
oraz bakteryjnym; obserwuje sie u nich takze opdznienie rozwoju fizycznego.

Bakterie zawierajgce
bjawy choroby ustepujg

plazmid z prawidtowym ludzkim
genem ADA Retrowirus
Limfocyty T od pacjenta Zmlepiope genetycznie
SCID zawierajace nieprawidtowy O komérki T implantowane sg

gen ADA do szpiku kostnego pacjenta

Przeklonowanie
genu ADA do retrowirusa
O l Komorki sg hodowane @
w laboratorium by potwierdzié¢
Q_ produkcje prawidlowego ADA

Retrowirus infekuje Limfocyty T
prawidtowym genem ADA




»Choroba Parkinsona — niedobor
dopaminy, kluczowego

neuroprzekaznika w mézgu. Pojawia
sie nadczynnos¢ nerwow w jadrze
podwzgorza w mdézgu prowadzgca

do dalszego spadku poziomu
dopaminy

»Neuroprzekazniki propagujg sygnaty
nerwowe w otwartych przestrzeniach

pomiedzy dwoma sgsiednimi
neuronami zwanymi synapsami

»Gen dekarboksylaza kwasu
glutaminowego (GAD) produkuje
kwas gamma-aminomastowy
(GABA), neuroprzekaznik, ktory
naturalnie hamuje nadczynnosc¢
nerwow w jgdrze podwzgorza w
mozgu

Synapsa

%
= 3 =

Al_\

Cienka rurka wprowadza
wirusa z genem GAD do
komérek jadra podwzgdrza

Gen GAD
w jadrze komdérkowym

2 ®
) @g GABA

jaE:Iro
podwzgorza



Zmiana ekspresji genow

rInterferencja RNA — naturalne zjawisko wyciszania albo wytgczenia
ekspresiji genu przez dwuniciowy RNA (dsRNA) o sekwencji komplementarne;j
do DNA wytgczanego genu

»Krotkie 21 — 30 pz RNA

»Micro-RNA (miRNA) oraz krétkie interferujgce RNA small interfering (SiRNA)

» Wytgczenie moze sie odbywac przez
»degradacje mRNA
»blokowanie translacji mRNA

»Zjawisko iRNA zostato zaadoptowane do wielu aplikacji w badaniach
podstawowych i biotechnologii. Technologia iRNA ma réwniez duzy potencjat
terapeutyczny — hamowanie ekspresji niepozgdanych genow

»Za odkrycie zjawiska interferencji RNA amerykancy naukowcy Andrew Fire i
Craig Mello otrzymali w 2006 roku Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny i
fizjologii.



»Powstawanie miRNA

»Kompleks biatek Drosha wycina trzon miRNA z pierwotnego transkryptu
mMiRNA (pri-miRNA) i powstaje pre-miRNA o dtugosci ~ 70 pz

»RNAza Dicer przetwarza pre-miRNA do dojrzatego dupleksu miRNA

»Pojedyncza ni¢ miRNA jest witgczana do kompleksu biatek — powstaje RISC
ang. miRNA-induced silencing complex

Jadro B Cytoplazma
_~Drosha /Dicer /RISC \
gen B e & YVLJ " & o &
miRNA - 5 . @ - o ¢
Funkcjonalny
Transkrypcja Ciecie Eksport Ciecie miRISC

pri-miRNA pre-miRNA MIRNA* miRNA MIRNA
duplex




»Dziatanie miRNA — dwa sposoby obnizania ekspresji gendw przez
rozpoznawanie sekwencji w czesci 3' mRNA. U cztowieka zidentyfikowano

>1600 genéw miRNA

Gdy komplementarnosc jest
catkowita

*Docelowe mRNA podlega
degradaciji

1. Ciecie mRNA

miRISC

5'cap s AAAA
Catkowita komplementarnosé

|
cap :WZW:W mnlnm%

RS o -

» w "

miRISC faczy kolejng czgsteczke mRNA

Gdy komplementarnosc jest
niepetna

*Zahamowanie translacji
docelowego mRNA
2. Represja translacji

miRISC miRISC
g “"hm"mﬁ'ﬂuuumAAAA

gHTTITI TG
Niepetna komplementarnosé

S'cap W e Zanuun AAAA

Rybosomy

5'cap



»Dziatanie siRNA - odkryte u roslin,
ktore wykorzystujg system
interferencji do ochrony przed
wirusami RNA

»SiRNA sg przydatnym narzedziem do
selektywnego wyciszania genéw w
celu np. badania funkcji genu przez
obserwacje fenotypu molekularnego
komorek

»SiRNA sg uzywane do terapii choréb,
w ktorych dochodzi do nieprawidtowej
| niepozgdanej ekspresji danego
biatka

»lch przydatnosc¢ wynika ze
stosunkowo tatwego i taniego
sposobu syntezy i dostarczania z
uzyciem liposomow

'— DICER
dsRNA

*L (np. wirusowe)

W v [N

W™D WD W W

W W W

4 1. dsRNA jest ciete
na siRNA przez Dicer

2. Kompleks RISC wigze
siRNA

A

W™ g™
3. SiRNA-RISC @
rozpoznaje ~— 2 <7 TRNA

komplementarnag
sekwencjewmRNA_ .

b«

- i 4. mRNA jest
- degradowane

Membrana
fosfolipidowa

siRNA
(lub inny lek)



»Obserwowany jest niski poziom efektow Rogowka
ubocznych terapii z sSiRNA w poréwnaniu r--ut i
do tych z uzyciem wirusow e~ N
»Przyktadem skutecznej terapii jest AN Goczenid) o
podawanie czgsteczek siRNA
skierowanych do mRNA VEGF u
pacjentow z zanikiem plamki zéitej
»Uwaza sie, ze powstawanie nowych
nieprawidtowych naczyn krwionosnych N , |
w siatkéwce odgrywa gtéwng role w )
rozwoju choroby i jest ona stymulowana S '
przez VEGF (czynnika wzrostu
srodbtonka naczyn)

»Niekontrolowany rozrost naczyn
wywoiuje opuchlizne i stan Zapamy Normalne widzenie Zanik plamki zottej
pogtebiajgcy problem z widzeniem /)
»W | fazie préb klinicznych 25%
pacjentow, ktorym podano siRNA, doznato
poprawy, a u pozostatych nie
zaobserwowano pogorszenia widzenia

S
' N\ Naczynia krwionosne siatkowki

Zrédto: National Eye Institute



DD - exon skipping

| Exon 50 deletion l AO

Short, but functional
> .
dystrophin
Y
l Readingframe restored I




Ryzyka terapii genowych

e /ta odpowiedz pacjenta na wektor
e /te wbudowanie sie transferowanego genu i potencjalna aktywacja
proto-onkogenu - (wspotczesnie wykorzystywane wektory znacznie
zmniejszajg ryzyko)
e |naktywacja istothego genu
o  Zazwyczaj niegrozne bo raczej rzadkie i moze usmierci¢ pojedyncze komorki

o Istnieje jednak ryzyko wbudowania sie w ztym miejscu transferowanego genu w komoérce
rozrodczej



Terapie genowe - perspektywy

e Aktualnie prowadzi sie > 2000 badan klinicznych wykorzystujgcych terapie
genowe

® 253z nich dotycza terapii nowotworowych
e 180 badan dotyczy chorob Mendlowskich



Szczepionki

e https://www.nvtimes.com/interactive/2020/health/oxford-astrazeneca-covid-19-

vaccine.html
e https://www.irishtimes.com/life-and-style/health-family/explained-a-visual-quide

-to-how-the-pfizer-covid-19-vaccine-works-1.4436433
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https://www.irishtimes.com/life-and-style/health-family/explained-a-visual-guide-to-how-the-pfizer-covid-19-vaccine-works-1.4436433

