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Amyloidoza pecherzykéw nasiennych (SVA)

SVA jest choroba starszych m¢zczyzn (od 52. do
73. roku zycia) z akumulacja amyloidu w tkance
podnablonkowej pecherzykow nasiennych. Dos¢ czeste
sa krwawienia i hemospermia. Zazwyczaj jest asymp-
tomatyczna.

Amyloid zawiera N-terminalne peptydy gtéwnego
biatka produkowanego przez pecherzyki nasienne — se-
menogeliny (Semgl.p), czasem zawiera laktoferyne.

Biatko PSA.p (prostate specific antigen) proteaza
przecina semenogeling na mniejsze biatka, ktore pet-
nig specyficzne funkcje.

Proteinoza pecherzykéw pltucnych (PAP)

Pierwotna proteinoza pecherzykow phucnych
(wrodzona) jest spowodowana defektem metabo-
lizmu makrofagéw pecherzykowych w przemianach
surfaktantu (zwykle defekt polega na mutacjach i upo-
sledzeniu funkcji wspolnego tancucha  dla receptorow
GM-CSEF, 1113, i 115).

Wtérna PAP (nabyta) moze by¢ niekiedy zwigzana
z przewleklym zatruciem glinem, tytanem, pylem
cementowym lub celulozowym, z przewlektymi infek-
cjami wirusem HIV, Pneumocystis jiroveci, z pewnymi
toksynami (insektycydami), lekami (busulfan, chlo-
rambucyl, immunosupresanty). W nabytych PAP sg czg-
sto obecne autoprzeciwciata anty-GM-CSF.

Biatka wiazace surfaktant, jak: SftpAl.p/SpA.p,
SttpB.p/SpB.p lub SftpC.p/SpC.p) i lipidy, sa zwykle
obecne w plynie pecherzykow.

Czesto$¢ PAP w Stanach Zjednoczonych to ok.
1:100 000 (czesciej u mezczyzn).

Objawy PAP: duszno$¢, zmeczenie, goraczka, ka-
szel z lepka plwocing, czasem sinica.

W 10% przypadkow ulega spontanicznej remisji,
a 5-letnie przezycie przekracza 80%. Najczgstsze powi-
ktania to infekcje bakteryjne: Mycobacterium, Nocar-
dia, Aspergillus, Cryptococcus.

Amyloidoza zasadowej keratyny typu II (LA)

W przebiegu LA (lichen amyloidosis) keratyna
typu Il zawiera grupy sulfhydrylowe i jest gromadzona
w regionie migdzylopatkowym. W innych regionach
najczesciej nie ma amyloidu.

Objawy: grudki liszajowate z czerwono-brazowa
pigmentacja. Bardzo silny $§wiad poprzedza zwykle
inne objawy. Choroba jest najczestsza u Chinczykow
(mezczyzn).

Niekiedy LA towarzyszy zespotowi mnogich nowo-
tworow endokrynnych typu MEN2A (jako zespot Sip-
ple). Najczestszymi nowotworami sg rak rdzeniasty
tarczycy i feochromocytoma.

Wrodzona dystrofia zrebu rogowki (HLCD)

HLCD jest czesto skutkiem mutacji zmiany sensu
w genie TGFBI/BIGH3 (TGFb induced — lokus 5q31).
Gen ten koduje biatko keratoepiteline.

W HLCD typ IIIA fragment C-terminalny biatka
keratoepiteliny tworzy zlogi amyloidu. Transformujacy
czynnik wzrostu 1 (TGFp1.p) aktywuje ekspresje genu
TGFBI. Rézne mutacje genu sg przyczyna powstawa-
nia roznych typoéw dystrofii rogowki. Dla HLCD typ
IITA jest to najczesciej heterozygotyczna tranzycja
T — C w kodonie 540 eksonu 12 (F540S).

W typie | HLCD w zlogach amyloidowych czesto
jest obecna gelsolina.

Objawy HLCD typ II1A:

— zmetnienia w rogdwce zaczynaja sie¢ w jej centralnej
czesci na powierzchni zrebu,

— uposledzenie widzenia,

— owrzodzenia rogowki,

HLCD jest chorobg dziedziczona autosomalnie
dominujaco. Poczatek choroby nastepuje zwykle
w 1. dekadzie zycia z powolng progresja.

F. ROZNICOWANIE

Roéznicowanie jest procesem prowadzacym do
przeksztalcenia komorek mniej wyspecjalizowanych,
zdolnych do wigkszej liczby podziatléw mitotycznych
w komorki bardziej wyspecjalizowane strukturalnie
i funkcjonalnie, ale o0 mniejszej zdolnosci do podzia-
Tow.

Komoérki wyspecjalizowane, w petni funkcjonalne,
ktore jednak catkowicie utracity zdolnos$¢ do podziatu
mitotycznego, sa nazywane komorkami terminalnie
zréznicowanymi.

Roéznicowanie zachodzi w czasie embriogenezy,
ale takze jest obecne w wielu tkankach organizméw
dorostych. Podstawa molekularng procesu réoznicowa-
nia s3 zmiany ekspresji genow charakterystycznych dla
typow specjalizacji komorek.

1. ROZNICOWANIE EMBRIONALNE

Komorka jajowa i plemnik sa komorkami bardzo
wysoko zrdéznicowanymi i wyspecjalizowanymi.
Ich polaczenie powoduje odréznicowanie i tworzenie
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diploidalnej zygoty — najmniej zréznicowanej komor-
ki organizmu.

Zygota i pierwsze komorki pochodzace z jej podzia-
16w sa komérkami totipotencjalnymi, ktore moga
réznicowac do wszystkich typow komorek organizmu
1 w sprzyjajacych warunkach moga odtworzy¢ caty or-
ganizm. Ich istnienie wyjasnia powstawanie blizniat
jednojajowych.

U myszy tylko zygota i komorki dwukomoérkowego
embrionu (2C embrion) sg rzeczywiscie totipotencjal-
ne. U owiec, bydla lub §win komoérki nawet 4C lub 8C
embrionu sa totipotencjalne.

Po utworzeniu blastocysty komodrki wezta zarod-
kowego (inner cell mass — ICM) zachowuja zdolnos¢
roznicowania do wszystkich komorek somatycznych
(z wyjatkiem trofoektodermy) i nabywaja wielkiej
zdolnosci do samoodnowy — w hodowli in vitro tworza
nie$miertelne linie komdrek embrionalnych stem (ESC).

Komoérki ESC po przeszczepie do tkanek zréznico-
wanych organizmu dorostego tworza guzy — potwor-
niaki (teratocarcinoma).

W tkankach ptodu znajduja sie takze komorki stem
ptodowe (FSC) i komorki zréoznicowane tkanek pto-
dowych (tez komorki krancowo zréznicowane jak na
przyktad komorki tozyska). Podobnie w organizmie
dorostym znajduja si¢ komorki stem organizmu do-
rostego (ASC) i komdrki zréznicowane tkanek organi-
zmu dorostego. Komorki zréoznicowane przez transfek-
cje gendw ,,stanu macierzystosci” (stemness) moga
naby¢ wiasnosci komorek indukowanych stem (iPSC).

a. Komorki totipotencjalne

Komorki totipotencjalne powstaja z polaczenia
gamet (wysoce zréznicowanych komoérek — plemni-
kow i1 oocytow). Gamety powstaja w gametogenezie
(spermatogenezie i oogenezie).

W gametogenezie powstaje specyficzne dla plci
epigenetyczne pietno komorek, na ktore sktada sie
metylacja DNA, modyfikacje histonow i synteza regu-
latorowych RNA (mikroRNA, endogennych siRNA
i piRNA).

SPERMATOGENEZA

Pierwszymi prekursorami plemnikow sa pierwot-
ne komorki piciowe (primordial germ cells — PGC),
we wczesnej embriogenezie. Kolejnymi prekursorami
s3: spermatogonie (zdolne do efektywnej samood-
nowy), spermatocyty (podlegajace dwom podzialom
mejotycznym), haploidalne spermatydy oraz zdolne do
zaplodnienia i poruszania si¢ plemniki.

We wczesnej spermatogenezie histony chromatyny
ulegaja wymianie na biatka TNP (¢transition nuclear
proteins), a nastgpnie na protaminy. Jadro plemni-
ka staje si¢ silnie upakowane (jego srednica jest okoto
13 razy mniejsza od $rednicy jadra oocytu). U czlowie-
ka od 10% do 12% nukleosomoéw plemnika zachowuje
jednak obecnos¢ histonow.

W spermatogenezie izoformy histonow typowe dla
jader komoérek somatycznych zastepuja specyficzne
izoformy. W spermatydach pojawiaja si¢ izoformy:
HI1LS1, TH2A, TH2B, ssH2B i H3t. Podczas wymiany
histonéw na biatka TNP syntetyzowana jest izofor-
ma H2A.B.bd, a w czasie wlgczania biatek protamin
—izoforma H1T2.

Duze znaczenie ma izoforma histonu H3.3, ko-
dowana przez geny H3F3A i H3F3B. Mutanty genu
H3F3A (u myszy) maja defekt ptodnosci, a mutanty
genu H3F3B s3 mate i ging po urodzeniu.

Powazna rolg w spermatogenezie odgrywaja odpo-
wiednie miRNA. Delecje genow DROSHA i DICER
powoduja zahamowanie spermatogenezy az do po-
wstania azoospermii.

Takze piRNA i biatka wiazace te RNA sa koniecz-
ne w prawidlowej spermatogenezie. Sa one niezbedne
do wyciszenia elementéw ruchomych i wielu endogen-
nych retrowiruséw. Szczegolne znaczenie majg biatka
Miwi.p (ich mutacje sa tez powodem bezptodnosci),
Miwi2.p i Mili.p.

OOGENEZA

W zyciu plodowym oocyty sg zatrzymane w pro-
fazie mejozy I az do wieku dojrzewania samicy.
W odpowiedzi na wzrost gonadotropin oocyty kon-
cza mejoze 1 usuwaja pierwsze ciatko kierunkowe. Ini-
cjowany jest drugi podzial mejotyczny, ktory ulega
zatrzymaniu w metafazie (wtérny oocyt, zdolny do
zaptodnienia).

De novo metylacja DNA ma znaczenie dla regu-
lacji transkrypcji gendéw ulegajacych imprintingowi
genetycznemu.

Metylacja histonu H3K4me2/me3 jest znaczaco
obnizona, co hamuje inicjacje transkrypcji (komorki
gamet s3 inertne transkrypcyjnie).

Wprowadzenie izoformy histonu H3.3 jest niezbed-
nym warunkiem dla reprogramowania genomu oocytu.
Réwnie wazna jest stata obecno$¢ biatkowego chape-
ronu Hira.p.

Rola mikroRNA w oogenezie jest mniejsza niz
w spermatogenezie, ale defekt genu DICER jest przy-
czyng nieprawidlowosci w mejozie I. W procesie re-
gulacji oogenezy znaczenie ma endogenny siRNA.
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ZAPLODNIENIE tez znaczenie w tworzeniu ,,0gnisk” senescencji
SAHF). Takze biatka Atrx.p (ATPaza i helikaza
remodelujaca, odgrywa role w metylacji DNA)
i Daxx.p (death domain associated protein, regu-
lator apoptozy i represor transkrypcji) odgrywaja
rol¢ w wymianie.

Potaczenie haploidalnego plemnika z haploidalna
komorka jajowa tworzy diploidalna komorke — zygote.
Zaptodnienie obejmuje cztery gtéwne procesy:

1. Wiazanie plemnika z komodrka jajowa. Wazna rolg

w tej interakcji komorek odgrywaja biatka blony
komorkowej plemnika (Izumol.p) i receptor tego
biatka znajdujacy si¢ na powierzchni komorki ja-
jowej (IzumolR.p/Juno.p). Po zaptodnieniu biatko
IzumolR.p jest usuwane z btony komorki jajowe;j,
co zapobiega przylaczeniu kolejnego plemnika.
. Wniknigcie plemnika do cytoplazmy komorki ja-
jowej. Tworzy si¢ zygota, ktora zawiera jadro ko-
morki jajowej (pronukleus zenski) i jadro plem-
nika (pronukleus meski). W tym czasie nastepuje
zakonczenie mejozy Il i usuniecie drugiego ciatka
kierunkowego.

. Reprogramowanie chromatyny pronukleusow

(zwlaszcza meskiego pronukleusa). Reprogramo-

wanie obejmuje:

— Rozluznienie struktury chromatyny meskiego

pronukleusa, ktory staje sie¢ rowny wielkosci
pronukleusa zeniskiego. W tym procesie wazna
rolg odgrywaja biatka typu NPM (nukleoplazmi-
na). Npm2.p jest stale obecna w cytoplazmie
oocytu, a jej brak powoduje zahamowanie roz-
woju embrionow preimplantacyjnych.
W péznych pronukleusach i w embrionach
dwukomoérkowych biatko Npm2.p wiaze he-
terochromatyn¢ centromerowa, tworzac koli-
sta strukture zwana NPB (nucleolar precursor
body). Istnienie NPB jest w jaki$ sposob zwia-
zane ze stanem totipotencjalnosci komorek.

— Wymiang protamin w meskim pronukleusie na
histony. Jest to najbardziej dramatyczny pro-
ces reprogramowania w catej embriogenezie.
Szczegblng role odgrywaja izoformy histonu H3
(H3.3), a takze histony H2AX i H2A.Z. Histon
H3.3 jest gtowna izoforma H3 we wczesnym
pronukleusie meskim (ale jest usuwany z chro-
matyny pronukleusa zenskiego). Do stadium C4
embrionu wigze zard6wno euchromatyne, jak
1 heterochromatyne. Jest wazny w rozluznieniu
struktury chromatyny (antagonizuje histon H1)
1 w powstawaniu heterochromatyny pericen-
tromerowej. Histon H2AX jest waznym sktad-
nikiem chromatyny komorek totipotencjalnych.
Histon H2A.Z jest wazng izoforma komorki ja-
jowej, a jego ilo§¢ po zaptodnieniu spada bardzo
szybko.

Chaperonem wymiany protamin na histony jest
biatko Hira.p (histone cell cycle regulator, ma

— Asymetryczne modyfikacje histonéw obu pronu-
kleusow. Meski pronukleus zawiera histon H3.3,
ktorego jest bardzo mato w pronukleusie zen-
skim. Wczesne mgskie pronukleusy nie maja
metylacji H3K4me2 i H3K4me3, H3K27mel/
me2/me3, a takze H3K9mel/me2/me3. H3K-
4me3, H3K9me2 i H3K27me3 zaczynaja po-
wstawa¢ w poznym meskim pronukleusie, ale sa
mniej nasilone w poréwnaniu z pronukleusem
zenskim. H3K27me3 wiaze kompleks polycomb
PRC1 hamujacy transkrypcje.

Transkrypcja DNA w zenskim pronukleusie
jest hamowana przez bardzo silng metylacje
H3K9me3 i H3K9me2. Histon H3K9me2
przytacza biatko matczyne Dppa3.p/Pgc7.p/
Stella.p (developmental pluripotency associated
protein 3, represor transkrypcji).

Acetylacja H3K27ac zaczyna si¢ we wezesnym
stadium meskiego pronukleusa o wiele wczes-
niej niz w pronukleusie zenskim.

— Asymetryczng demetylacje DNA pronukleusa

meskiego. DNA plemnika i komorki jajowej sa
wysoko metylowane. W zygocie juz w kil-
ka godzin po zaptodnieniu zaczyna si¢ czynna
demetylacja DNA pronukleusa meskiego. Ta
demetylacja zalezy od aktywacji biatka Tat3.p
(ten eleven translocation family 3) enzymu
przeprowadzajacego konwersje 5-metylocy-
tozyny (5mC) w 5-hydroksymetylocytozy-
ne (ShmC), ktora zamieniana jest z kolei na
S-formylocytozyne (5fC) i 5-karboksycytozyne
(5caC). 5caC jest usuwana przez glikozylazg ty-
miny DNA (Tdg.p), enzym korygujacy niedopa-
sowania sekwencji DNA.
Pronukleus zenski nie ulega demetylacji. Sil-
na metylacja H3K9me2 wigze matczyny faktor
Dppa3.p/Pgc7.p/Stella.p (developmental pluripo-
tency associated 3), ktory hamuje Tet3.p i chroni
DNA przed demetylacja.

4. Aktywacje genomu embrionu (EGA). Przez caty

okres istnienia zygoty (u myszy okoto 24 godzin)
genomy matczyny i ojcowski nie sg ze soba po-
taczone. Po inicjacji syntezy DNA (w fazie G2
cyklu zygoty) nastepuje aktywacja ekspresji oko-
to 500 gendw, ktorych identyfikacja jest trudna
ze wzgledu na duza ilos¢ RNA matczynego w cy-
toplazmie zygoty.
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We wczesnej zygocie nastgpuje silne obnizenie eks-
presji retrotranspozonu IAP (mysz) i aktywacja
ekspresji elementu ruchomego LINE]. Blokowa-
nie ekspresji LINE1 powoduje blok réznicowania
embrionu w stadium 4C lub 8C. Takze w tym okre-
sie nastepuja duze zmiany ekspresji endogennych
siRNA i piRNA. Druga fala ekspresji genomu em-
brionu nastgpuje w stadium 2C u myszy lub w sta-
dium C4 — C8 u cztowieka.

Ekspresja sekwencji LINE1 jest kontynuowana,
a ponadto aktywacji ulega endogenny mysi re-
trowirus MuERV-L i wiele gendw, ktore posia-
daja w promotorach sekwencje LTR tego wiru-
sa. Ekspresja MuERV-L zalezy takze od braku
represorow transkrypcji Trim28.p/Kapl.p, biatek
wiazacych DNA, jak Zfp42.p/Rexl.p i Rybp.p,
demetylaz histonu H3K4me2 (KdmlA.p/Lsdl.p),
metylaz H3K9me2, jak Ehmt2.p/Kat1C.p i Ehmtl.p/
Glp.p, demetylazy DNA Tet3.p i biatek CBX/HP1.
W stadium C2 embrionu myszy stwierdzono tez
ekspresj¢ biatek Zscan4.p. Stabilizuja one genom
i reguluja wydtuzanie telomerow. Ekspresja genow
embrionu w tym okresie nie zostata zbyt dobrze
poznana.

METABOLIZM ENERGETYCZNY

Komorki czerpia energi¢ z reakcji utleniania glu-
kozy, aminokwasdéw i acetylo-koenzymu A (AcCoA).
Wiekszo$¢ substratéw (poza AcCoA) pochodzi z ze-
wnatrz komorek.

Substraty te sg utleniane w dwoch gtownych pro-
cesach: w glikolizie beztlenowej (AnGli) i w cy-
klu kwasow trojkarboksylowych (TCA — cykl
Krebsa) potaczonym z oksydatywng fosforylacja
w mitochondriach (OxPhos). Glikoliza beztlenowa
jest procesem bardzo szybko przebiegajacym, ale bar-
dzo mato wydajnym (wytwarza jedynie 2 czasteczki
ATP), podczas gdy OxPhos przebiega wolno, ale jest
bardzo efektywny (wytwarza do 36 czasteczek ATP).
Dodatkowo w zwiazanym z AnGli cyklem pentozo-
wym wytwarzane sg metabolity do syntez kwasow
nukleinowych jak nukleotydy, a TCA moze zwick-
sza¢ poziom glukozy (glukoneogeneza) i kwaséw
thuszczowych (lipogeneza) (rys. 41).

Metabolizm energetyczny komorek zalezy:

— od proliferacji komorek,

— od ich samoodnowy i wzrostu masy,

— od koniecznosci syntez kwasow nukleinowych, bia-
ek, lipidéw i weglowodanow (istnienie substancji
zapasowych, dostgpnos¢ glukozy, aminokwasow,
tlenu w $rodowisku),

— od ilosci i aktywno$ci mitochondridw,

Komérki totipotencjalne (zygota i komorki 2C
embrionu) nie maja zdolnosci do samoodnowy, nie sa
komoérkami szybko proliferujacymi, a nieliczne podzia-
ty w pierwszym tygodniu zycia nie zwigckszaja masy
zarodka. Komorka jajowa ma nagromadzone znaczne
ilosci biatek, kwasdéw nukleinowych i catych organelli,
jak na przyktad mitochondria.

Ponadto komorki totipotencjalne wykorzystuja tez
swoje rezerwy przez autofagie. W osmiokomorkowym
embrionie globalne rezerwy biatka sg obnizone o okoto
25% w poréwnaniu z zygota.

Glikoliza beztlenowa jest kontrolowana przez ak-
tywno$¢ heksokinazy i fosfofruktokinazy i jest mato
wydajna. Glukoza nie jest zrodtem energii, a nawet ha-
muje rozw0j wezesnego embrionu.

Jedynym zrodtem energii i wegla dla zygoty (tak
samo jak dla oocytdéw i spermatocytéw) sg pirogroniany
syntetyzowane przez komorki Sertoliego i przez ko-
morki pecherzyka Graafa. Zuzycie tlenu jest niskie,
a mitochondria mate i niedojrzate.

Poziom ATP i NADH jest wysoki i hamuje aktyw-
nos¢ Pfkl.p (fosfofruktokinazy). Spadek ilosci ATP
zwigksza glikolize w blastocyscie. Zrodtem wegla sa
takze dwuweglany (rys. 42).

FAKTORY TOTIPOTENCJALNOSCI

Nie wiemy, co powoduje stan totipotencjalnosci
komorek. Wiadomo, ze remodelowanie chromatyny,
zwlaszcza jadra plemnika, jest zjawiskiem unikalnym.
Polega ono na wymianie protamin na histony, co wy-
maga obecnos$ci chaperonéw, jak nukleoplazminy
(u myszy glownie Npml.p i Npm3.p). Wbudowywane
sg specyficzne izoformy histonéw, jak H3.3, co wy-
maga obecnosci specyficznych chaperonow jak Hira.p,
ktory ma takze znaczenie w tworzeniu ognisk SAHF
W stanie senescencji.

Innymi chaperonami sg biatka Atrx.p (helikaza
i ATPaza z rodziny bialek SWI/SNF, regulator metyla-
cji DNA) i biatko Daxx.p (represor transkrypcji i regu-
lator procesu apoptozy).

Takze izoforma H2AX jest gléwnym wariantem
histonu H2A w totipotencjalnych komorkach.

By¢ moze znaczenie posiada silna asymetria mety-
lacji DNA i modyfikacji histonow miedzy genomem
ojcowskim i matczynym.

Interesujacym zjawiskiem sa specyficzne struk-
tury obserwowane w jadrach komorek totipotencjal-
nych — centromerowa chromatyna jest rozmieszczona
na obwodzie tak zwanych ,,ciatek prekursorowych
jaderek” (NPB).
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Rys. 41. Wytwarzanie energii w komorkach. (AN-GLI) — beztlenowa glikoliza, (CP) — cykl pentozowy,
(L TE) — tancuch transportu elektronéw, (AcCoA) — acetylo-koenzym A, (A-KEG) — a-ketoglutaran,
(ACL) — ATP zalezna liaza cytrynianu, (BU-CoA) — bursztynylokoenzym A, (BUR) — bursztynian,
(CYT) — cytrynian, (F1,6P) — 1,6 dwufosfofruktoza, (F6P) — fruktozo-6P, (FUM) — fumaran,
(G6P) — glukozo-6P, (GA3P) — gliceroaldehydo-3P, (GLUK) — glukoza, (GLN) — glutamina,
(GLU) — glutaminian, (HK) — heksokinaza, (ICYT) — izocytrynian, (JAB) — jabtczan, (LDH) — de-
hydrogenaza mleczanowa, (MLE) — mleczan, (MalCoA) — malonylo-koenzym A, (OAA) — szcza-
wiooctan, (PDH) — kompleks dehydrogenaza pirogronianu, (PEP) — fosfoenolopirogronian,
(6PF1K) — 6 P-fruktokinaza, (3PG/2PG) — 3-P/2-P glicerol, (PGI) — fosfoglukoizomeraza, (6PGI)
— 6P-glukonian, (PKLR) — kinaza pirogronianu, (PYC) — karboksykinaza pirogronianu, (PYG) — piro-
gronian, (R5P) — rybozo-5P, (rNY) — rybonukleotydy, (S7P) — sedoheptulozo-7P. Zaznaczono miejce
wlaczenia aminokwasow do cyklu Krebsa. Przerywane strzalki oznaczajg wymiane substratow z mi-
krosrodowiskiem.
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Rys. 42. Metabolizm energetyczny totipotencjalnych komorek stem. (GLI) — glikoliza beztlenowa, (CP) — cykl
pentozowy, (CK) — cykl Krebsa, (1. TE) — fancuch transportu elektronéw. (AcCoA) — acetylokoen-
zym A, (A-KEG) — a-ketoglutaran, (CAD) — syntetaza karbamoilofosforanu 2, (CYT) — cytry-
nian, (F6P) — fruktozo-6P, (F1,6P) — 1,6 dwufosfofruktoza, (G6P) — glukozo-6P, (GLUK) — glukoza,
(HK) — heksokinaza, (LDH) — dehydrogenaza mleczanowa, (MLE) — mleczan, (PYC) — karboksyki-
naza pirogronianowa, (PYG) — pirogronian, (6PF1K) — 6 fosfofruktokinaza 1, (rN') — rybonukleotydy.
Przerywane strzatki oznaczaja wymiang substratow z mikrosrodowiskiem.

Po zaptodnieniu obserwowane sg unikalne zmia-
ny w profilu ekspresji mRNA (jak ZSCAN4 mRNA
stabilizujacy telomery i caly genom), endogennych
siRNA, piRNA i miRNA, a takze ekspresja endogen-
nych retrowirusowych RNA, zwlaszcza MuERV-L
(myszy) i LINEIL. Znaczenie tej ekspres;ji dla totipoten-
cjalnosci komorek nie jest wyjasnione.

b. Komorki pluripotencjalne

Blastomery 4-komoérkowego embrionu myszy (4C),
a u duzych ssakow blastomery stadium 8C i 16C traca
swoja totipotencjalnosc¢.

Charakterystycznym produktem biatkowym bla-
stomerow stadium 2C u myszy jest Zscan4.p/ Znf494.p.
Bialko stabilizuje telomery i kariotyp, chroni komoérki
przed senescencja i aktywuje ekspresje gendow wcze-
snego embrionu.

W stadium 2C obserwuje si¢ tez wysoka ekspresje
endogennych retrowirusow myszy MuERV-L, a tak-

ze genow posiadajacych w promotorach sekwencje
LTR tego retrowirusa.

U myszy juz w stadium 4C embrionu blastomery
wykazuja pewne zréznicowanie. Komorki z wysokim
poziomem metylacji histonu H3R26me, duza globalna
transkrypcja RNA, a takze wykazujace niska ekspre-
sje¢ Pou5f1.p/Oct4.p sa uwarunkowane do réznicowa-
nia w kierunku wezta zarodkowego (ICM). Blastomery
stadium 4C wykazuja tez réznice w poziomie ekspre-
sji genu PRDM14.

W okresie od 4C do 32C (moruli) myszy obserwo-
wana jest zmiana totipotencjalnosci komorek na ich
pluripotencjalnosé. Oznacza to utratg ich zdolnosci
réznicowania do pozaembrionalnych tkanek (glownie
trofoblastu).

Pierwsze zmiany ekspresji genéw inicjujace rdzni-
cowanie moga by¢ zaobserwowane w C16 moruli (od-
powiada to okresowi E3.0 — E3.25 embrionu myszy).

Aktywowany jest wowczas szlak transmisji sygna-
-tow, ktory mogtby odpowiadac szlakowi HIPPO
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u D. melanogaster. U ssakow inicjuje go aktywacja
biatka transmembranowego Crb3.p (Crumbs 3.p), kto-
re tworzy kompleks z biatkami potaczen migdzy-
komorkowych $cistych: Patj.p, MmpS5.p, biatkiem
Amot.p i merling (Nf2.p). Biatka te stymuluja
kinazy typu Hippo — Stk4.p/Mstl.p i Stk3.p/Mst2.p.
Kinazy Stk3.p/ Stk4.p tworza kompleksy z biatkami
Sav.p i MoblA/B.p, ktére sa supresorami nowotwo-
rzenia.

Kinazy Stk3/4.p stymuluja kinazy Lats1/2.p (large
tymor supressor kinases). Sa to kinazy typu serynowo-
-treoninowego, ktére hamuja aktywnos¢ efektorow
szlaku HIPPO — faktoréw transkrypcji Yapl.p (Yerp
associated protein) i taffazyny Taz.p.

W obecnosci biatek TEAD wiazacych enhancery
stymulowane sg liczne geny proliferacji, réznicowania
1 apoptozy. Brak hamowania tych faktoréw przez szlak
HIPPO w komoérkach somatycznych moze prowadzic¢
nawet do powstawania i progresji nowotworow.

U ssakéw szlak Crumbs3.p — Stk3/4.p aktywuje
kinazg Latsl.p tylko w kilku komérkach zlokalizowa-
nych we wnetrzu moruli, natomiast hamuje aktywno$¢
Latsl.p w komoérkach zewnetrznych regionéw mo-
ruli. Aktywowana kinaza Latsl.p hamuje ekspresj¢
genu CDX2 i aktywuje SOX2 w komorkach wnetrza
moruli (ktoére sa progenitorami ICM). Odwrotny
skutek ma zahamowanie Latsl.p w komorkach ze-
wnetrznych moruli (ktore sg progenitorami trofoek-
todermy — TE).

Sox2.p (SRY box containing 2) jest biatkiem
z rodziny HMG, jest jednym z gtownych regulatorow
w przedimplantacyjnej embriogenezie. Sox2.p pro-
muje ekspresje genow pluripotencji (ale sama pluripo-
tencja pojawia si¢ dopiero w komoérkach wezta zarod-
kowego). Ekspresja jest ograniczona do progenitorow
ICM, a ograniczenie zalezy od sygnalizacji HIPPO,
a nie od faktora Cdx2.p.

Biatko Sox2.p jest konieczne do tworzenia komo-
rek ICM i do powstawania blastocysty (podobnie jak
biatko Tead4.p). Odgrywa tez wazna rolg¢ w reprogra-
mowaniu komorek iPSC.

Cdx2.p i Gata3.p ulegaja ekspresji w TE pod
wplywem faktorow Yap.p, Wwtrl.p i Tead4.p. Faktory
te hamuja jednoczesnie ekspresje Sox2.p w TE. Ak-
tywnos$¢ kinazy Latsl.p w TE jest niska.

Cdx2.p jest biatkiem homeoboksu z rodziny CAU-
DAL, jest regulatorem ekspresji genéw TE i genow
endodermy. Hamuje ekspresje genow POUSF1/0CT4
1 NANOG w TE (dopiero w okresie blastocysty).

We wczesnej blastocyscie (E3.25 — E3.50, co odpo-
wiada embrionowi C32 — C64) biatko Sox2.p jest obecne
w komorkach ICM, faktory Pou5f1.p/Oct4.p i biatko
Nanog.p sa obecne zarowno w ICM, jak i w TE, a bial-

ka Gata3.p i Eomes.p (eomesodermina) sa tylko w tro-
foektodermie.

W blastocys$cie okresu E3.50 — E3.75 (odpowiada
to embrionowi C64 — C128) Cdx2.p w TE hamuje
ekspresje gendow POUSF1 i NANOG. W komorkach
EPI (epiblastu) faktory Sox2.p, Fou5fl.p/Oct4.p
i Nanog.p aktywuja ekspresje faktora Fgf4.p, ktory sty-
muluje w komoérkach sgsiednich (PE — prymitywnej
endodermy lub hipoblastu) kinazy typu MAPK.

MAP-kinazy hamuja ekspresje genow Sox2.p
i Nanog.p, a stymulujg ekspresje genéw hipoblastu
— PE. W okresie (E3.50 — E3.75) w ICM blastocysty
znajduja si¢ zarowno komorki epiblastu EPI, jak i pry-
mitywnej endodermy PE.

W blastocyscie nastepuje silna aktywacja ekspresji
endogennych sekwencji LINE1, ERV1 i sekwenc;ji en-
dogennych czastek IAP.

W poznej blastocyscie komorki epiblastu (ktorych
markerami sg Sox2.p, Pou5fl.p/Oct4.p, Nanog.p
i Pecaml.p/CD31) odréznicowuja od komorek PE
z ekspresja faktoréw Gata6.p, Gatad.p, Sox17.p, Sox7.p
i PdgfRa.p.

Komorki ICM i komoérki EPI staja si¢ pluripoten-
cjalne. Komorki te hodowane in vitro w odpowied-
nich warunkach tworzg nieSmiertelne linie komorek
embrionalnych stem (ESC) lub komoérek epiblastycz-
nych stem (EpiSC). Moga one réznicowa¢ do komorek
wszystkich trzech listkow zarodkowych.

Tworzenie blastocysty zostalo przedstawione na
rys. 43.

KOMORKI ESC I EPI-SC

Komoérki embrionalne stem pochodza z wezta
zarodkowego (embrioblastu) ze stadium blastocy-
sty zarodka. Komorki te hodowane in vitro tworza
nie$miertelne linie komérkowe o wielkiej zdolnosci
samoodnowy i zdolne do r6znicowania do komorek
wszystkich trzech listkow zarodkowych ptodu (poza
komorkami trofoektodermy).

Embrion ludzki w stadium blastocysty zawiera do
100 komorek trofoektodermy i od 10 do 20 komoérek
wewngetrznie zlokalizowanego wezta zarodkowego
(embrioblastu). W okresie pdzniejszym embrioblast
zawiera komorki epiblastu i prymitywnej endodermy
(hipoblastu).

Komorki epiblastu tez tworzg in vitro linie komorek
epiblastycznych stem (EpiSC), ktore roznig si¢ nieco
od komorek stem embrionalnych (ESC). Dodatkowo
komorki stem wytworzone z blastocysty przedimplan-
tacyjnej nieunaczynionej — ABSE (avasular blastocyst
stage embryo) r6znia si¢ od komodrek stem wypro-
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Rys. 43. Roznicowanie przedimplantacyjnego embrionu myszy. (2C) — stadium dwukomorkowe, (4C) — stadium
czterokomorkowe, (16C) — stadium moruli, (1) — komorki prekursory ICM (wezta zarodkowego),
(2) — komorki prekursory TE (trofoektodermy). (32C) — stadium wczesnej blastocysty, (3) — komorki
ICM, (4) — komorki TE, (64C) — stadium blastocysty, (5) — komorki prekursory epiblastu (EPI), (6) —
komorki prekursory PE (prymitywnej endodermy, hipoblastu). (> E3.75) — stadium p6znej blastocysty,
(7) — komorki epiblastu, (8) — komorki PE. Zaznaczono regulacj¢ ekspresji faktorow réznicowania
szlakami MST/HIPPO i FGF4 oraz ekspresj¢ pewnych bialek w roznych typach komorek.

wadzonych z blastocysty po jej implantacji VBSE
(vascular blastocyst stage embryo).

Istnieja tez znaczne réznice wlasnosci komorek
ESC mysich (mESC) i ludzkich (hESC). Ludzkie ko-
morki sg podobne raczej do mysich komoérek epibla-
stycznych stem mEpiSC. Komorki te maja ekspresje
bialek pluripotencjalnosci, ale tez biatek specyficznych,

jak: Mgmel.p/Dkkl1.p (egzonukleaza mitochondrialna),
Fgf5.p (onkogenne biatko), T.p/Brachyury.p (faktor r6z-
nicowania komorek mezodermy), Sox17.p (regulator
transkrypcji) i biatko Cerl.p/Cerberus.p (antagonista
biatek BMP).

Komorki mEpiSC maja takze inng morfologie od
komoérek mESC i odmienny stan epigenetyczny chro-
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matyny (na przyktad maja aktywowany chromosom X

w zenskich komorkach). Przeszczepione do tka-

nek dorostych myszy SCID tworza potworniaki zto-

zone z komorek trzech listkoéw zarodkowych, ale po
przeszczepieniu do blastocysty nie mogg wbudowac
si¢ do wezta zarodkowego.

Komérki ESC maja znacznie skrocony cykl zycio-
wy (ktory trwa od 15 do 16 godzin, w tym faza Gl
od 2,3 do 3 godzin). Praktycznie nie istnieja punkty
kontrolne fazy Gl i fazy S. Ekspresja inhibitoréow
CDK (biatek Cdkn2B.p/pl5, Cdkn2A p/pl6, Cdkn2D.p/
p19, CdknlA.p/p21 i Cdkn1B.p/p27) jest bardzo niska,
podobnie jak biatek pRbl1 i E2F6.p. Szlak inhibicji p53
—p21 nie jest aktywny.

Komorki ESC maja ,,otwartg” chromatyne i rela-
tywny brak heterochromatyny, metylacja sekwencji
CpG jest niska. Regiony gendéw roznicowania maja
histony znakowane biwalentnie. Specyficzna dla ko-
morek ESC jest wysoka ekspresja gendw ,,stanu stem”,
jak na przyktad: POUSF1/0CT4, SOX2, NANOG,
KLF4, PHC1, UTFI1, DPPA2/4/5 oraz genow LIN28
i HI9.

Gen POUSFI koduje faktor pluripotencjalnosci
— biatko Oct4.p. Biatko to hamuje ekspresje genu TP53
1 aktywno$¢ biatka p53 (przez stymulacje ekspresji
deacetylazy Sirtl.p). Acetylacja pS3 w lizynach 120,
164, 320, 270, 373, 381 i 396 przez acetylotransferazy
Crebbp.p/Cbpl i Kat5.p/Tip60.p stabilizuje i zwigksza
jego aktywno$¢. W komorkach embrionalnych stem
biatko p53 aktywuje:

— Roznicowanie i obniza ich pluripotencjalnosc.

— Blok cyklu komoérkowego (przez stymulacje
Stn.p/14-3-36.p). Synteza mRNA CDKNIA jest sty-
mulowana, ale translacje biatka hamujg mikroRNA
(jak miR-302 1 miR-319).

— Apoptoze komorek (przez stymulacje Bbc3.p/Pu-
ma.p i Pmaip.p/Noxa.p). Apoptoza w komorkach ESC
zachodzi gtéwnie w fazie S cyklu.

Samo biatko Pou5F1.p/Oct4.p wchodzi w liczne
kompleksy regulujace transkrypcje razem z komplek-
sem ,,Mediator” 1 biatkami:

— Tef3.p/E2A.p (aktywuje samoodnowe).

— NFKB (aktywuje proliferacje, odpowiedz na stres
i przezycie komorek).

— Crebbp.p/Cbp.p (hamuje neurogenezg).

— p53 (reguluje ekspresje biatka Nanog.p).

— Pax.p.

Gen NANOG koduje wazny faktor pluripotencjal-
no$ci komorek embrionalnych stem.

Gen KLF4 koduje faktor transkrypcji z rodziny
bialek KRUPPEL i odgrywa wazna role w procesie
reprogamowania komoérek somatycznych do komoérek
typu iPSC.

Gen PHCI1 koduje biatko typu Polycomb.p —
(Polyhomeotic homolog ).

Gen UTF1 (undifferentiated embrionic stem cell
transcription factor I) odgrywa role w roznicowaniu
komorek embrionalnych stem.

Biatka Dppa2.p i Dppad.p (developmental plu-
ripotency associated proteins) maja domen¢ SAP
i przylaczaja si¢ do sekwencji DNA wigzacych matriks
jadrowa.

Gen LIN28 koduje biatko wiazace RNA, w tym
mi-RNA z rodziny MirLET7.

Biatko FbxO5.p jest homologiem biatka Emil.p
Xenopus (early mitotic inhibitor protein). W komor-
kach ESC czesciowo zastepuje kompleks APC/C
(anaphase promoting complex — cyclosome) przy przej-
$ciu komorek z telofazy w anafaze.

Biatka HnRNP-A2.p i HnRNP-Bl1.p reguluja pro-
ces przejscia z fazy G1 do fazy S cyklu komoérko-
wego (wobec niskiego poziomu p53 i CdknlA.p/p21).

Komorki ludzkie hESC i mysie mEpiSC majg za
gtowne zrodlo energii glikolize. Posiadajg one wiele
mitochondriéw, ale majg bardzo mata ekspresje oksy-
dazy cytochromowej ¢ (Cox.p).

Komorki mysie mESC (nazywane naiwnymi ko-
morkami pluripotencjalnymi) sa biwalentne i moga
korzysta¢ z glikolizy lub z oksydatywnej fosforylacji
(OXPHOS) w zaleznosci od poziomu faktora hipoks;ji
Hifla.p. Metabolizm energetyczny wczesnych komorek
mESC przedstawiony zostal na rys. 44.

Mysie wczesne ESC produkuja ATP glownie
w procesie glikolizy. Cykl Krebsa funkcjonuje i meta-
bolizuje gtownie pirogronian, ale wykorzystywany
jest zasadniczo do produkcji kwasow ttuszczowych
1 aminokwasow.

Lancuch transportu elektronow (LTE) funkcjonu-
je, ale produkuje mato ATP z powodu bardzo niskiej
aktywnosci syntetazy ATP. LTE stuzy gtownie do
utleniania NADH do NAD+.

We wczesnych blastocystach myszy ro$nie zuzycie
glukozy i tlenu, ale funkcjonalne mitochondria znaj-
duja si¢ gtéwnie w komorkach trofoektodermy.

Metabolizm pirogronianu podwyzsza znacznie po-
ziom AcCoA i acetylacj¢ histondéw. Jest to konieczne
dla zachowania pluripotencjalnosci.

Unikalny jest takze metabolizm aminokwasow
tych komorek. Sa one absolutnie zalezne od treoniny
(a w mniejszym stopniu od metioniny i cysteiny). Eks-
presja dehydrogenazy treoniny (Tdh.p, ktéra metabo-
lizuje treonine do glicyny i AcCoA) jest wysoka.
Ludzkie hESC, ktore odpowiadaja mysim mEpiSC,
metabolizujg raczej metionine, a nie treonine.

Glicyna jest metabolizowana przez dekarboksyla-
ze glicyny (Gldc.p) do jednowegglowych fragmentow
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Rys. 44. Metabolizm energetyczny wczesnych komoérek mESC. (GLI) — glikoliza, (CK) — cykl Krebsa,
(CP) — cykl pentozowy, (L. TE) — fancuch transportu elektronow, (MIT) — mitochondrium. (Ac-
CoA) — acetylo-koenzym A, (ATPS) kompleks syntetazy ATP, (CYT) — cytrynian, (F6P) — fruktozo-6
fosforan, (F1,6P) — fruktozo-1,6 dwufosforan, (G6P) — glukozo-6 fosforan, (GLDC) — dekarboksylaza
glicyny, (GLUK) — glukoza, (GLY) — glicyna, (GPI) — izomeraza glukozo-6 fosforanu, (HK) — hekso-
kinaza, (LDH) — dehydrogenaza mleczanowa, (MalCoA) — malonylo-koenzym A, (MLE) — mleczan,
(OAA) — szczawiooctan, (PFK1) — fosfofruktokinaza 1, (PKLR) — kinaza pirogronianu, (PYG) —

pirogronian, (rN*) — rybonukleotydy, (SAM) —

S-adenozylo metionina), (TDH) — dehydrogenaza

treoninowa, (THR) — treonina. Przerywane strzatki oznaczajg wymiang substratow z mikrosrodowi-

skiem.

i do produkcji 5-metylo-tetrahydro-folianu. Aktywu-
je to S-adenozylometioning do metylacji H3K4me3
w otwartej chromatynie komoérek ESC.

N-acetylacja O-glukozaminy (O-Glc N-Ac) przez
transferaze (Ogt.p) ma znaczenie w stabilizacji stanu
stem komorek. Zwlaszcza N-acetylacja O-Glc i biatka
Tetl/2.p zwicksza demetylacje DNA, a taka sama mo-
dyfikacja biatka Myc.p zwigksza samoodnowg i stabi-
lizuje stan stem.

Réznicujace sig¢ komorki ESC (ludzkie hESC i my-
sie mEpiSC) modyfikuja swoj metabolizm. Maleje nie-
co aktywnos¢ glikolizy, ulega tez redukcji metabolizm
treoniny, glicyny i metioniny.

Komorki ludzkie hESC i mysie mEpiSC maja za
gtowne zrodto energii glikolize. Posiadaja one wiele
mitochondriéw, ale te mitochondria majg mata eks-
presje oksydazy cytochromowej ¢ (Cox.p).

Glikoliza zwigksza poziom NAD™ i aktywuje biat-
ko Sirtl.p, ktore deacetyluje H4K16Ac. Jednak catko-
wita aktywno$¢ LdhA.p w komorkach hESC jest mata.

Oksydatywna fosforylacja mitochondrialna zaczy-
na zuzywac pirogroniany i kwasy ttuszczowe do
produkcji ATP. Wzrasta tez aktywno$¢ ATP-syntazy
w tancuchu transportu elektronow.

ESC sa wzbogacone w nienasycone kwasy thusz-
czowe. Ich utlenianie zwigksza poziom ROS i powodu-
je tworzenie aktywnych biologicznie eikozanoidow.
(prostaglandyn, prostacyklin, leukotrienéw, trombok-
san6éw). Farmakologiczna inhibicja enzymédw koniecz-
nych do tworzenia eikozanoidéw jest przyczyna utraty
pluripotencji komoérek ESC.

Metabolizm energetyczny komoérek EpiSC i hESC
przedstawiony zostat na rys. 45.
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Rys. 45. Metabolizm energetyczny roznicujacych si¢ komorek mEpiSC. (GLI) — glikoliza, (CK) — cykl Krebsa,
(CP) — cykl pentozowy, (L TE) — tancuch transportu elektronéw, (AcCoA) — acetylo-koenzym A,
(ATPS) kompleks syntetazy ATP, (CYT) — cytrynian, (F6P) — fruktozo-6 fosforan, (F1,6P) — frukto-
zo0-1,6 dwufosforan, (G6P) — glukozo-6 fosforan, (GLUK) — glukoza, (GPI) — izomeraza glukozo-6
fosforanu, (HK) — heksokinaza, (LDH) — dehydrogenaza mleczanowa, (MLE) — mleczan, (OAA)
— szczawiooctan. (PDH1) — dehydrogenaza pirogronianu, (PFK1) — fosfofruktokinaza 1, (PYG) —
pirogronian, (PYK) — kinaza pirogronianu, (rNt) — rybonukleotydy, (ROS) — reaktywne formy tlenu.
Przerywane strzatki oznaczaja wymiang substratow migdzy komorkami a mikrosrodowiskiem.

ROLA IncRNA I ELEMENTOW
RUCHOMYCH GENOMU (TE) W ESC

Elementy ruchome stanowia okoto 40% genomu.
Koduja one liczne biatka odgrywajace role w regula-
cjach epigenetycznych i procesie transkrypcji. We
wczesnej embriogenezie jest obserwowana demetyla-
cja DNA 1 przejsciowy wzrost ekspresji elementow
ruchomych TE (transposable elements).

Elementy ruchome genomu zawieraja w sobie trans-
pozony (stanowig do 3% genomu) i retrotranspozony
(sekwencje LINE — stanowig okolo 18%, sekwencje
SINE — do 11%, a zawierajace sekwencje LTR — endo-
genne retrowirusy, stanowig okoto 8% genomu).

TE odgrywaja wazna rolg we wczesnej embrioge-
nezie. W oocytach myszy okoto 13% catkowitego
mRNA stanowig transkrypty retrowirusowe, a ok. 3%

transkrypty sekwencji SINE. W 2C embrionie znajdu-
ja sie kompletne czastki retrowirusowe (takze w ludz-
kich embrionach sg czastki wirusow HERV-K). Ta
ekspresja retrowirusow jest specyficzna dla stadium
embriogenezy:

— zygota, embriony 2C i 4C ekspresja LTR14B,

— embrion 8C ekspresja LTR7B,

— blastocysta ekspresja LTR7Y.

Po zahamowaniu ekspresji MuERV-L rozwdj em-
brionu zatrzymuje si¢ na stadium 4C.

W komorkach hESC HERV-H RNA wigze liczne
koaktywatory, jak Crebbp.p/Cbp.p, Med6.p i Med12.p,
Pou5f1.p/Oct4.p i Cdk8.p. Ekspresja HERV-H jest tez
konieczna dla pluripotencji.

W komorkach hESC jest obserwowana ekspresja
HERV-K. Biatko retrowirusa HERV-K — Rec.p wigze
mRNA kodujace wazne receptory, jak FGFRI, FGFR3,
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GDF3, F2D7 i regulatory epigenetyczne — Dnmtl.p,

Chd4.p, Lin28A.p.

Ekspresja MuERV-L retrowirusa obserwowana jest
w matej subpopulacji komérek ESC myszy. Te komor-
ki sg podobne do komorek 2C embrionu, ale trudno
jest wykazac¢ ich totipotencjalnos¢. Brak aktywnosci
kompleksu CAF1, ktory inkorporuje histony H3 i H4,
zwigksza ilos¢ komorek z ekspresja MuERV-L.

We wezesnym embrionie zachodzi dramatyczna
demetylacja DNA. Warunkuje to uzyskanie totipoten-
cjalnosci, ale prowadzi do globalnej derepresji genow
i aktywacji elementoéw ruchomych genomu. W tym
tez okresie ulegaja aktywacji mechanizmy represyjne
inne niz metylacja DNA:

— Trim28.p/Kapl.p tworzy represj¢ przez przylacze-

nie licznych metylotransferaz histonow, jak: Eset.p/
SetdB1.p, Suv39H1/2.p, Ehmt2.p/G9a.p, biatek CBX/
HPI, kompleksow: CoREST (Co repressor for ele-
ment 1 silencing transcription), PRC1/2, NuRD,
acetylaz histonow (Crebbp.p), deacetylaz histo-
now, demetylaz histonow, jak: (KdmlA.p), biatek
wiazacych RNA, jak: Npml.p, Staufl.p, HnRnpC.p
1 SnRPDL.p oraz koregulatoréw transkrypcji, jak Ta-
da2A.p.
Biatka Trim28.p wiazg biatka z palcami cynkowy-
mi rozpoznajace sekwencje TE, jak: Yyl.p, Rex1.p/
Ztp42.p, ZfpO9l.p 1 Zfp235.p (blokujace ekspresje se-
kwencji LINE i SINE).

— Apobec3B.p — deaminaza cytydyny edytuje RNA
i blokuje ekspresje sekwencji LINE.

— Rybp.p biatko wiazace Ringl.p, Yyl.p i Cbx2.p
wiaze tez kompleksy PRCI1/2. Jest represorem tran-
skrypcji zwlaszcza endogennych retrowirusow
MuMLV.

— Histony H3.3 odgrywaja role w represji IAP.

— Hells.p helikaza heterochromatyny konieczna do
przezycia embrionu z demetylowanym DNA.

— Dicerl.p dsRNA rybonukleaza i RNA helikaza petni
wazng role w dojrzewaniu matych RNA reguluja-
cych ekspresje genow. Deficyt Dicerl.p we wczesnym
embrionie zwigksza ekspresje wirusa MuERV-L
[w 2C embrionie i IAP (w 6C embrionie i w blasto-
cyscie)]. ESC Dicerl” wykazuja wysoka ekspresje
sekwencji LINE1 i IAP.

— iRNA i piRNA powoduja supresje TE w embrionach
(a takze w organizmach dorostych)

LncRNA (dtugie niekodujace RNA) zawieraja
wiele sekwencji TE, jak na przyktad miRNA, ale pew-
nych klas TE nigdy nie ma w sekwencjach IncRNA.

Sekwencje kodujace biatka w IncRNA s3 oceniane
na 0,3% genomu, sekwencje kodujace antysensowne

RNA na 0,2%, pseudogeny na 0,4%, a mikroRNA na
0,01% genomu.
Pewne IncRNA sa wazne dla funkcji ESC:

— LINC-ROR odgrywa role w reprogramowaniu iPSC
i w stabilizacji ESC. Ekspresja jest aktywowana
przez Pou5f1.p/Oct4.p, Sox2.p i Nanog.p, a sam RNA
LINC-ROR blokuje miRNA hamujace synteze tych
faktoréw stanu stem.

LINC-ROR blokuje ekspresje pS3 w stresie genotok-
sycznym, co powoduje zahamowanie apoptozy i brak
bloku cyklu komorkowego.

— LINC ES3 jest konieczny do utrzymania stanu pluri-
potencjalnosci komorek ESC.

— IncRNAp21/TRPcorl myszy hamuje reprogramowa-
nie komorek somatycznych do iPSC.

Pewne IncRNA wiaza modyfikatory chromatyny,
gtéwnie metylotransferazy histonow H3K27 i H3K9.
Te metylotransferazy sa takze odpowiedzialne za blo-
kowanie ekspresji elementéw ruchomych. Do IncRNA
wiazacych metylotransferazy naleza:

— IncRNAp.21 wiaze SetdBl.p (metylotransferaze histo-
nu H3K9) i Dnmtl.p (metylotransferaze DNA).
IncRNAp.21 tworzy kompleks z hnRNP-K, ktéry blo-
kuje ekspresje elementéw ruchomych w komorkach
embrionalnych stem.

— IncRNA HOTAIR wiaze represyjny kompleks bia-
ek polycomb (PRC2). Zawiera on metylotransferaze
H3K27me3 (Ezh2.p/Kmt6.p). Metylacja H3K27me
blokuje ekspresj¢ licznych genéw (jak na przyktad
genow HOX).

TOTIPOTENCJALNE KOMORKI ESC

Komoérki ESC w hodowli in vitro cechuje zdolno$¢
do nieskonczonej samoodnowy. Mata frakcja komorek
ESC w hodowli (tylko ponizej 0,5%) cechuje si¢ mata
ekspresja gendow pluripotencjalnosci, jak: POUSF1,
SOX2, NANOG, ale znaczna ekspresja gendw typo-
wych dla komoérek 2C totipotencjalnego embrionu (jak
ekspresja endogennego wirusa MuERV-L).

Te komorki maja silnie acetylowane histony,
zwigkszona metylacje H3K4me2, wysoka aktywno$¢
chromatyny i brak aktywnos$ci kompleksu CAF1. Kom-
pleks ma znaczenie w inkorporacji histonéw H3 i H4
do nukleosomoéw.

W przedimplantacyjnym embrionie komorki ESC
wykazujace cechy totipotencjalnosci sg inkorporowane
do tkanek embrionalnych i pozaembrionalnych (gdy
prawidtowe ESC sa inkorporowane tylko do tkanek em-
brionalnych). Obecnos¢ komérek totipotencjalnych
ESC jest konieczna do nieskonczonej samoodnowy ko-
moérek ESC w hodowli in vitro i chroni je przed r6zni-
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cowaniem do komoérek mezodermy i do prymitywne;j
ektodermy.

Dla utrzymania stabilnos$ci telomerow i dla stabili-
zacji genomu komoérek ESC podobnych do komérek
2C embrionu ma znaczenie ekspresja biatka Zscan4.p
i ekspresja endogennego wirusa Mu-ERV-L. Ekspresja
ta zalezy od obnizenia ekspresji biatek: Trim28.p/
Kapl.p, Kdm1A.p/Lsdl.p, Ehmtl.p/Glp.p i Ehmt2.p/
G9a.p, a takze bialek Rybp.p, Zfp42.p/Rex1.p, deme-
tylaz DNA i biatek TET.

2. ROZNICOWANIE
POZAEMBRIONALNE

Organizm dojrzaty w zyciu pozaembrionalnym
sktada si¢ z wielu komorek krancowo zréznicowanych,
z komorek zroznicowanych, ale zdolnych jeszcze do
pewnej liczby podzialéw, z komoérek, ktore do wy-
konywania swojej funkcji wymagaja dalszego réznico-
wania i z komorek stem organizmu dorostego — ASC
(adult stem cells).

a. Komorki ASC

Komoérki ASC sa wysoce specyficznymi komorka-
mi znajdujacymi si¢ w tkankach dojrzatych i w petni
wyspecjalizowanych. Te komorki sa zdolne do po-
dziatéw i r6znicowania na jeden typ komorek kranco-
wo zrdznicowanych (komoérki stem monopotencjalne)
lub na wiele typow zréznicowanych komorek (komorki
stem multipotencjalne).

Najlepiej dotychczas poznanymi komérkami multi-
potencjalnymi sg hematopoetyczne komorki stem
(Hem-ASC) i one zostana dla przyktadu opisane.

Hem-ASC maja wszystkie cechy komorek typu

ASC:

— Moga réznicowac do wszystkich typow komorek sys-
temu hematopoetycznego.

— Maja wysoka zdolno$¢ do samoodnowy przez asy-
metryczne podzialy komoérkowe.

— Sa glownie komorkami spoczynkowymi (70% my-
sich Hem-ASC znajduje si¢ w fazie GO, a 30% tych
komorek dzieli si¢ co 145-193 dni). Zachowanie
rownowagi migdzy stanem spoczynkowym a proli-
feracja jest zasadnicze dla funkcjonowania komorek
Hem-ASC.

— Moga odtwarza¢ uktad hematopoezy po jego znisz-
czeniu (repopulacja uktadu). Liczba kolejnych repo-
pulacji jest jednak ograniczona.

— Liczba Hem-ASC w szpiku oceniana jest tylko na
0,005% do 0,05% komorek jadrzastych szpiku.

Liczba uwarunkowanych progenitoréw (commited
progenitor cells — CPP) jest oceniana na 0,1% komo-
rek jadrzastych szpiku.

Komorki Hem-ASC w szpiku znajduja si¢ stale

w ,niszach” komoérek stem. Termin ,,nisza” zostat

wprowadzony po raz pierwszy przez Raya Schofielda

w roku 1978. Opisane sa trzy typy nisz komorkowych:

— Nisze osteoblastyczne zwigzane z endosteum, zawie-
rajace osteoblasty, osteoklasty, komorki SNO (spin-
dle shaped, N-cadherin®, CD45 osteoblastic cells),
osteomakrofagi (OMAC) i mezenchymalne komorki
stem (Mes-ASC).

— Nisze retikularne zawieraja liczne komorki
siateczkowo-§rodbtonkowe — CAR — (CXCLI2
abundant reticular cells), limfocyty B i NK, plazmo-
cyty i plazmocytoidalne komorki dendrytyczne).

— Nisze naczyniowe (normooksygeniczne), ktore za-
wieraja miedzy innymi komorki §rédbtonka zatok
zylnych.

Komérki Hem-ASC nie stanowig jednolitej po-
pulacji. Najogdlniej dzielone sa na subpopulacje krotko
zyjacych (ST Hem-ASC) i dtugo zyjacych komorek
(LT Hem-ASC).

Komorki ST Hem-ASC (lub MPP — multipoten-
cjalne progenitory) maja skrécong zdolno$c¢ repopula-
cji, ich markerem jest CD34").

Komérki LT Hem-ASC maja wielka zdolnos$¢ do
dtugoczasowej repopulacji. Sa komoérkami typu SP
(side population — zawieraja aktywne faktory odpor-
nos$ci wielolekowej: AbcG2.p lub Mdrl.p).

Markerami komorek LT-Hem-ASC sa Kit.p*i Scal*
(mysz), CD150%, CD48-, FLK:, CD34-, Lin" (markery
zréznicowania).

Jedna z najbardziej charakterystycznych wiasno$ci
komorek LT Hem-ASC jest state utrzymywanie stanu
spoczynkowego. To w tej subpopulacji 70% komorek
jest w fazie GO cyklu, a 30% dzieli si¢ co 145 do 195
dni. Czynnikiem odpowiedzialnym za utrzymanie
stanu spoczynkowego jest prawdopodobnie oddziaty-
wanie komorek niszy, ale komorki stem znajdujace si¢
we krwi obwodowej zachowuja takze przez dtugi czas
cechy LT Hem-ASC.

Mobilizacja komoérek LT Hem ASC do wyjscia
z niszy zalezy od obecnosci faktora Csf3.p/G-Csf.p
i od stresu komdrkowego na przyktad w chemiotera-
pii (ale stres komorkowy zwigksza poziom Csf3.p/G-
-Csfp).

Csf3.p dziala przez aktywacje makrofagéw i osteo-
makrofagow (OMAC), przez hamowanie komoérek
SNO, CAR i Mes-ASC. Csf3.p moze aktywowac pro-
teazy, ktore degraduja receptory SDF1 i VCAM-1
(CXCR4 1 VLA4), a takze fibronektyne.
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	Rys. 37.	Aminoacylacja cząsteczki tRNA. Odpowiednia aminoacylo – tRNA syntetaza (A-tRS) przenosi AMP (z ATP) na hydroksyl grupy karboksylowej aminokwasu (tworząc aminoacylo – adenylat). W następnym etapie enzym A-tRS przenosi aminokwas na grupę 3’ – hydro
	Rys. 38.	Struktura rybosomu E. coli.
	Rys. 39.	Cykl rybosomów w mechaniźmie translacji. (a) – dysocjacja rybosomów na podjednostki. Obecność  faktora eIF6.p (zielony trójkąt) zapobiega reasocjacji. Faktory eIF3.p i eIF4C.p wiążą mniejszą podjednostkę rybosomu. (b) – tworzenie kompleksu preini
	Rys. 40.	Elongacja translacji. 
	Rys. 41.	Wytwarzanie energiiw komórkach. (AN-GLI) – beztlenowa glikoliza, (CP) – cykl pentozowy,  (ŁTE) – łańcuch transportu elektronów. (AcCoA) – Acetylo-koenzym A, (A-KEG) – α-ketoglutaran, (ACL) – ATP zależna liaza cytrynianu, (BU-CoA) – bursztynylokoe
	Rys. 42.	Metabolizm energetyczny totipotencjalnych komórek stem. (GLI) – Glikoliza beztlenowa, (CP) – cykl pentozowy, (CK) – cykl Krebsa, (ŁTE) – łańcuch transportu elektronów. (AcCoA) – acetylokoenzym A, (A-KEG) – α-ketoglutaran, (CAD) – syntetaza karbam
	Rys. 43.	Różnicowanie przedimplantacyjnego embrionu myszy. (2C) – stadium dwukomórkowe, (4C) – stadium czterokomórkowe, (16C) – stadium moruli, (1) – komórki prekursory ICM (węzła zarodkowego), (2) – komórki prekursory TE (trofoektodermy). (32C) – stadium
	Rys. 44.	Metabolizm energetyczny wczesnych komórek mESC. (GLI) – glikoliza, (CK) – cykl Krebsa, (CP) – cykl pentozowy, (ŁTE) – łańcuch transportu elektronów, (MIT) – mitochondrium. (AcCoA) – acetylo-koenzym A, (ATPS) kompleks syntetazy ATP, (CYT) – cytryn
	Rys. 45.	Metabolizm energetyczny róźnicujących się komórek mEpiSC. (GLI) – glikoliza, (CK) – cykl Krebsa, (CP) – cykl pentozowy, (ŁTE) – łańcuch transportu elektronów, (AcCoA) – acetylo-koenzym A, (ATPS) kompleks syntetazy ATP, (CYT) – cytrynian, (F6P) – 
	Rys. 46.	Metabolizm energetyczny komórek LT Hem-ASC. (GLI) – glikoliza, (CK) – cykl Krebsa, (AcCoA) - acetylo-koenzym A, (CYT) – cytrynian, (F6P) – fruktozo-6 fosforan, (F1,6P) – fruktozo 1,6 dwufosforan, (G6P) – glukozo-6 fosforan, (GLUK) – glukoza, (GPI
	Rys. 47.	Metabolizm energetyczny komórek ST Hem ASC. (CK) – cykl Krebsa, (GLI) – glikoliza, (CP) – cykl pentozowy, (ŁTE) – łańcuch transportu lektronów. (AcCoA) – acetylo-koenzym A, (Akt1) – kinaza Akt1.p/PkB.p, (CYT) – cytrynian, (F6P) – fruktozo-6 fofor
	Rys. 48.	Pochodzenie komórek pluripotencjalnych i multipotencjalnych stem u człowieka i myszy. 
(Z) – zygota, (B) – blastocysta, (W) – węzeł zarodkowy, (E) – Epiblast, (P) – płód. (1) – komórki embrionalne stem myszy (mESC), (2) – komórki stem epiblastu m
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