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Streszczenie: Mozg dorosltych ssakow, w tym czlowieka, zachowuje zdolnos¢ wytwarzania zarowno
komorek glejowych, jak 1 neuronow w procesie neurogenezy. Jest on mozliwy dzigki obecnosci neural-
nych komorek macierzystych w tzw. strefach neurogennych. Intensywnos¢ procesu neurogenezy jest
zdecydowanie najwyzsza w obrebie warstwy subependymalnej, bedacej czgscia strefy okotokomorowe;j
komor bocznych mozgu. Takze komorki ependymalne, tworzace zewnetrzna wysciotke komor bocz-
nych, moga réznicowac si¢ w komorki ukladu nerwowego. Komorki ependymalne (ependymocyty)
powstaja z gleju promienistego w okresie zarodkowym 1 wczesnym okresie postnatalnym. Ependymo-
cyty dorostych ssakow dajg poczatek migrujacym komorkom, ktore roznicuja si¢ zarowno w astrocyty,
jak 1 wneurony. Ponadto komorki ependymalne cechuje ekspresja markerow komorek neuroprogenitoro-
wych, takich jak: Sox2 czy nestyna oraz CD133 — markera komorek macierzystych tkanek dorostych
organizmow. Subependyma jest zroznicowana strefa zbudowana z kilku rodzajow komorek zlokalizowa-
nych pod jednorodng warstwa komorek ependymalnych. Liczne badania wskazuja, ze subependymalne
astrocyty, wykazujace ekspresje glejowego kwasnego biatka wlokienkowego (GFAP), stanowig popula-
cje komorek proliferujacych 1 maja cechy neuralnych komorek macierzystych. Strefa subependymalna
stanow1 nisz¢ dla neuralnych komorek macierzystych, komorek prekursorowych (progenitorowych)
neuronow 1 gleju oraz neuroblastow 1 glioblastow, czyli niedojrzalych neurondéw 1 komorek glejowych.
Ependyma wraz z warstwa subependymalng mogg wige by¢ bogatym zrodlem neuralnych komorek
macierzystych. Neuralne komorki macierzyste — NSCs (neural stem cells) to pierwotne komorki cechu-
Jjace si¢ nieograniczona zdolnoscig do samoodnawiania, a takze roznicowania w jedna z trzech linii komo-
rek ukladu nerwowego, tj. neurony, oligodendrocyty 1 astrocyty. Hodowla in vitro neuralnych komorek
macierzystych wyizolowanych z obszarow neurogenicznych mozgu ssakow mozliwa jest w dwoch
systemach: w postaci hodowli jednowarstwowych (ang. monolayer system) oraz hodowli neurosfer.
Neurosfery w hodowli in vitro sg sferycznymi lub elipsoidalnymi strukturami zlozonymi z kilkuset
komorek w otoczce bogatej w skladniki macierzy zewnatrzkomorkowej. Komorki neurosfer roznig sie
wielkoscig, obecnoscig ziarnistosci w cytosolu, liczba mitochondriow 1 moga znajdowac si¢ w roznych
fazach cyklu komorkowego. Neurosfery to wysoce zlozone struktury biologiczne, w ktorych w tym
samym czasie zachodza procesy fagocytozy, mitozy, apoptozy, a nawet nekrozy. Szacunki dotyczace



380 K. ROSZEK, J. CZARNECKA, M. KOMOSZYNSKI

odsetka NSCs w neurosferach wskazuja, ze jest ich zaledwie 0,16%. W warunkach fizjologicznych
procesy proliferacji i roznicowania neuralnych komorek macierzystych sq precyzyjnie regulowane przez
roznorodne oddzialywania i systemy sygnalizacji w obrebie niszy. W artykule omowiono jedynie najle-
piej poznane czasteczki i szlaki sygnalowe. Odtworzenie zawilych zaleznosci 1 pelna charakterystyka
czynnikow 1 szlakow sygnalowych tworzacych nisze dla NSCs jest ciggle wyzwaniem dla badaczy.
Dopiero kompleksowe poznanie i zrozumienie tych zlozonych mechanizmow pozwoli na pelna kontrole
wzrostu 1 roznicowania neuralnych komorek macierzystych w hodowlach in vitro. To z kolei umozliwi
wykorzystanie NSCs do leczenia chorob neurodegeneracyjnych, m.in. choroby Alzheimera, choroby
Parkinsona oraz urazéw 1 udaréw mozgu.

Slowa kluczowe: ependyma, subependyma, neuralne komorki macierzyste, neurosfery, kontrola roznicowania.

Summary: The brain of adult animals, including humans, sustained the ability to create new glial cells and
neurons. This process is called postnatal neurogenesis. It is possible owing to the presence of neuronal
stem cells in the neurogenic zones. The subependymal layer, a part of periventricular zone, demonstrates
the highest intensity of neurogenesis. Ependymal cells, forming the external lining of the lateral ventricles,
can also effectively differentiate into cells of the nervous system. Ependymal cells (ependymocytes)
originate from radial glia and are created during embrional and early postnatal development. Ependymocy-
tes of adult mammalian brain form migrating cells differentiating into astrocytes and neurones. Ependymal
cells express neuroprogenitor markers like Sox2 or nestin and adult stem cells marker — CD133. Subepen-
dyma is layered below the uniform ependyma lining. It is formed of a few diverse types of cells. There are
numerous data indicating that subependymal, GFAP-positive astrocytes proliferate intensively and they
have the characteristics of neural stem cells. The subependymal zone is a niche for neural stem cells,
neuronal and glial precursor (progenitor) cells, neuroblasts and glioblasts that are immature neurons and
glia, respectively. Ependymal and subependymal zone emerges to be a rich source of neural stem cells.
Neural stem cells (NSCs) are primary cells with the ability of self-renewal or differentiation into one of
three types of nervous system cells: neurons, oligodendrocytes or astrocytes. NSCs isolated from neuro-
genic zones of adult mammalian brain can be cultured in vitro in two systems: as monolayer system or as
culture of neurospheres. Neurospheres cultured in vitro are spherical or elipsoidal structures formed of
hundreds of cells surrounded by an envelope rich in extracellular matrix components. The cells forming
neurosphere differ in their size, presence of cytosolic granules, number of mitochondria, the phase of cell
cycle. Neurospheres appear as complex biological structures in which events such as phagocytosis,
mitosis, apoptosis and even necrosis occur at the same time. The amount of NSCs in neurospheres is
estimated as about 0.16%. In physiological conditions proliferation and differentiation of neural stem cells
are precisely regulated through different interactions and signalization systems within the niche. The
attempt to recognize these complex interactions and to fully characterize all the factors and signaling
systems is still a challenge for the researchers. In this article we describe only these molecules and
pathways of signalization that are quite well characterized. Our understanding of the mechanisms regula-
ting proliferation and differentiation of NSCs will allow to precisely control these processes in in vitro
cultures. These findings will help to applicate NSCs in the therapy of neurodegenerative diseases like
Alzheimer or Parkinson disease, brain injury and stroke.

Keywords: ependyma, subependyma, neural stem cells, neurospheres, differentiation control.

Wykaz skrotéw. BDNF (brain-derived neurotrophic factor) — czynnik neurotroficzny pochodzenia mo-
zgowego, bFGF (basic fibroblast growth factor) — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, EGF
(epidermal growth factor)—naskorkowy czynnik wzrostu, GFAP — glejowe kwasne bialko wlokienkowe, NGF
(nerve growth factor)— czynnik wzrostu nerwow, NSCs (neural stem cells)—neuralne komorki macierzyste,
PDGF - (ang. platelet-derived growth factor) — plytkopochodny czynnik wzrostu, PMR - plyn mozgo-
wo-rdzeniowy, PVZ (periventricular zone) — strefa okolokomorowa, SEZ (subependymal zone) — strefa
subependymalna, SGZ (subgranular zone) — strefa podziarnista.
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1. WPROWADZENIE

Odkrycie obecnosci neuralnych komoérek macierzystych — NSCs (ang. neural
stem cells) w osrodkowym ukladzie nerwowym dorostych ssakow, w tym czlowicka
[31, 32], radykalnie zmienilo spojrzenie na zdolnosci regeneracyjne tkanki nerwowej.
Mozg doroslego osobnika zachowuje zdolno$¢ wytwarzania zaréwno komorek
glejowych, jak 1 neuronéw w procesie neurogenezy. Proces ten jest mozliwy dzigki
obecnosci neuralnych komorek macierzystych w tzw. strefach neurogennych mézgu.
Podstawowym miejscem neurogenezy w zyciu doroslym sg dwie strefy: strefa
okolokomorowa — PVZ (ang. periventricular zone) komor bocznych mézgu oraz
strefa podziarnista — SGZ (ang. subgranular zone) zawoju zg¢batego hipokampa
[5, 19, 22]. W wyniku roznicowania NSCs powstaja dojrzale neurony lub komorki
gleju, ktére biora udzial w uzupelnianiu 1 zastgpowaniu uszkodzonych komorek.

Intensywnos$¢ procesu neurogenezy jest zdecydowanie najwyzsza w obrebie
warstwy subependymalne] — SEZ (ang. subependymal zone) bedace] czgscia
strefy okolokomorowej komér bocznych [6, 20]. Liczne badania wskazuja, ze
subependymalne astrocyty, wykazujace ckspresj¢ glejowego kwasnego bialka
wlokienkowego (GFAP), stanowia populacj¢ komorek proliferujacych i maja cechy
neuralnych komorek macierzystych [13, 20, 41]. W modzgu doroslych gryzoni
aktywnos¢ mitotyczna zachowuja zarowno komorki strefy subependymalnej, jak i
ependymalnej. Komorki strefy ependymalnej, tworzace zewngtrzna wysciodlke komory
bocznej mdzgu, moga réznicowaé si¢ w komorki glejowe lub neurony [16, 31, 39].

Powyzsze dane wskazuja, ze ependyma wraz z warstwa subependymalng otaczajace
przestrzenie komor bocznych ukladu komorowego mozgu, odgrywaja istotng rolg w
doroslym organizmie 1 moga by¢ bogatym zrodlem neuralnych komorek macierzystych.

2. UKLAD KOMOROWY MOZGU

Uklad komorowy mozgu ssakow jest miejscem produkeji 1 krazenia plynu mézgowo-
rdzeniowego (PMR). Stanowi zbior czterech przestrzeni zwanych komorami zlokalizowanych
wewnatrz mozgowia. Wyrdznia si¢ dwie komory boczne, komorg trzecia 1 komorg czwarta.
Sciany komor, podobnie jak sciany wodociagu mozgu i kanalu $rodkowego rdzenia kregowego,
sa wysciclone warstwa komorek nablonkowych — ependyma [42].

Ependyma 1 znajdujaca si¢ pod nia warstwa subependymalna stanowia bariere,
zapewniajaca selektywna wymiang substancji pomiedzy tkanka nerwowa a plynem
moézgowo-rdzeniowym. Ponadto, ependyma wraz z subependyma tworza strefe
neurogenng mozgu, aktywna zarowno podczas rozwoju zarodkowego, jak i u dorostych
osobnikow, przy czym intensywnos$¢ neurogenezy maleje wraz z wiekiem [5].

Charakterystyka 1 funkcje komorek ependymy

Wysciolka ukladu komorowego i1 srodkowego kanalu rdzenia kregowego jest
rodzajem tkanki glejowej w formie nablonka. Komorki ependymalne (ependymocyty)
wystepuja glownie w postaci jednej warstwy, o zroznicowane] wysokosci. Kontury
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komorek zarysowane sa przez wyrazne blony komorkowe [17]. W sklad nablonka
wchodza dwa morfologicznie rozne typy komorek:

1) Komorki szescienne o centralnie polozonym, kulistym jadrze, ktore stanowia ,typowa”
ependyme. Od strony $wiatla komor komorki ependymy pokryte sa wydatnymi rzgskami,
zaslaniajacymi obecne na powierzchni komoérek mikrokosmki [17, 30].

2) Wydluzone komoérki — tanycyty, ktore majg u podstawy wypustki kierujace
si¢ ku warstwie subependymalnej. Cialo tanycytow jest wydluzone, jadra komorkowe
sa owalne. W obszarach okolokomorowych mozgu tanycyty sa wyspecjalizowanymi
komérkami ependymy, kontaktujacymi si¢ z komoérkami nerwowymi i naczyniami
wlosowatymi [30].

Ependymocyty uczestnicza w transporcie substancji z plynu mézgowo-rdzenio-
wego do mozgu oraz produktéw metabolizmu tkankowego w przeciwnym kierunku,
a takze biorg udzial w ksztaltowaniu bariery PMR — mozg [17]. Rzgski obecne na
powierzchni komorek wymuszaja krazenie plynu mézgowo-rdzeniowego.

Komoérki ependymy powstaja z gleju promienistego w okresiec zarodkowym 1
wczesnym okresie postnatalnym. W pozniejszym okresie rozwoju, jako komorki
zroznicowane sa juz mitotycznie nicaktywne [51]. Ta ich cecha sugeruje, ze nie
moga funkcjonowaé jako neuralne komorki macierzyste w doroslym organizmie.
Jednakze istniejg tez wyniki badan wskazujace na udzial ependymocytéow w
neurogenezie dorostych organizméw. Wyniki badan Johanssona i wsp. [31] dowodza,
ze ependymocyty doroslych ssakow daja poczatek migrujacym komorkom, ktore
roznicuja si¢ w astrocyty i neurony. Ponadto, komorki ependymy cechuje ekspresja
markerow komorek neuroprogenitorowych, takich jak: Sox2 czy nestyna oraz CD133
— markera komorek macierzystych tkanck dorostych organizmow [16, 39]. Aby
potwierdzi¢ zdolnosé ependymocytow CD133" do rdznicowania in vivo, Coskun i
wsp. dokonali transplantacji komérek CD133" do mézgu myszy. W wyniku tych
doswiadczen komorki ependymalne CD133" tworzyly komorki progenitorowe, dajace
poczatek neuronom [16]. Przypuszczalnie, komodrki ependymalne lub ich prekursory
wykazuja potencjal neurogeniczny w okreslonych warunkach, np. szoku spowodo-
wanego uszkodzeniem lub izolacja komorek do hodowli in vitro [6]. U gryzoni
poddanych ogniskowemu niedotlenieniu zaréwno komorki ependymy, jak 1 komorki
splotu naczynidowkowego biora aktywny udzial w tworzeniu nowych neuronow i
astrocytow. Nastgpuje proliferacja pojedynczej warstwy komorek do kilku warstw.
Ependymocyty splotu naczynidowkowego, mimo funkcjonalnej specjalizacji, proliferuja
w odpowiedzi na uszkodzenie warstwy ependymy, co sugeruje, ze moga wykazywac
cechy komérek macierzystych [12]. Nie jest jasne, czy za proliferacj¢ 1 regeneracije
odpowiadaja wszystkie komorki strefy ependymalnej. Czgsto wysuwana jest hipoteza,
ze komorki ependymalne 1 neuralne komorki macierzyste sa zlokalizowane w obrebie
tej samej niszy 1 ich funkcje sa powiazane [24].

Charakterystyka 1 funkcje komorek subependymy

Subependyma stanowi zroznicowang warstwe kilku rodzajow komorek zlokalizo-
wanych pod jednorodna warstwa komoérek ependymalnych. Badania ultrastrukturalne



NEURALNE KOMORKI MACIERZYSTE 383

Quinones-Hinojosa 1 wsp. [42] wykazaly obecnos¢ czterech odrgbnych stref w Scianie
komory bocznej mozgu czlowicka: najbardziej zewngtrzna monowarstwa komorek
ependymalnych oddzielona jest przestrzenig ubogokomoérkowsa (ang. iypocellular gap)
od warstwy astrocytow 1 polozonej ponizej strefy przejsciowej. Obecnosé ubogo-
komorkowej przestrzeni zostala dotychczas stwierdzona jedynic w mozgu czlowicka 1
bydla domowego [6]. Przestrzen ta zawiera nieliczne neurony i astrocyty. Tuz pod
nia znajduje si¢ warstwa GFAP-pozytywnych astrocytow, ktore dzigki wypustkom moga
kontaktowaé si¢ z komorkami ependymy [46]. Strefa subependymalna, a w
szczegdlnosci warstwa astrocytow, stanowi nisz¢ dla neuralnych komorek
macierzystych, komérek prekursorowych (progenitorowych) neurondéw 1 gleju oraz
neuroblastow 1 glioblastow, czyli niedojrzalych neuronow i1 komoérek glejowych [41].
Neuroblasty powstajace w wyniku réznicowania NSCs migruja do opuszek wecho-
wych, gdzie zostaja wlaczone w pul¢ istniejacych juz interneuronow. Migracja
neuroblastow modulowana jest przez przeplyw biatkowych czynnikow, krazacych w
plynie mézgowo-rdzeniowym dzigki ruchom rzgsek ependymocytow [47].

3. NEURALNE KOMORKI MACIERZYSTE

Identyfikacja neuralnych komorek macierzystych

Neuralne komoérki macierzyste — NSCs (neural stem cells) to pierwotne komorki
cechujace si¢ nicograniczong zdolnoscia do samoodnawiania, a takze réoznicowania
w jedna z trzech linii komorek ukladu nerwowego, tj. neurony, oligodendrocyty i
astrocyty [3, 6, 12].

Identyfikacja neuralnych komorek macierzystych jest trudnym zadaniem z kilku
przyczyn. NSCs stanowig niewielka populacjg w mozgu doroslych osobnikéw 1 zadne
markery molekularne, wlaczajac CD133 1 GFAP, nie moga jednoznacznie zidentyfi-
kowa¢ NSCs, szczegdlnie w warunkach in situ. Ponadto komorki macierzyste
powinny mie¢ zdolno$¢ do samoodnowy 1 pluripotencjalnos¢, co ogranicza ich
identyfikacj¢ do badan w hodowli in vitro [3, 53]. Heterogennos¢ populacji NSCs
wyraza si¢ migdzy innymi w réznorodnych profilach ekspresji bialek, a to powoduje,
ze nic ma jednego uniwersalnego antygenu powierzchniowego dla precyzyjnej
identyfikacji tych komorek [4, 53]. Tym niemnigj, istnieje pewien zestaw markerow
stosowanych do identyfikacji, izolacji 1 oczyszczania neuralnych komorek macierzys-
tych czy komorek progenitorowych. Dostgpne dane literaturowe dotyczace bialek
markerowych zebrano w tabeli 1.

Izolacja 1 hodowla NSCs in vitro

Hodowla in vitro neuralnych komérek macierzystych wyizolowanych z obszarow
neurogennych mézgu ssakéw mozliwa jest w dwoch systemach: w postaci hodowli
jednowarstwowych (ang. monolayer system) oraz hodowli neurosfer (ang.
neurosphere system).
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TABELA 1. Markery NSCs i komorek progenitorowych [wg 6, 52, 53, zmodyfikowane]
TABLE 1. Markers of NSCs and progenitor cells [modified from 6, 52, 53]

Marker Wiasciwosci Literatura
GFAP Ulega ekspresji w astrocytach SEZ 1 SGZ gryzoni, naczelnych i czlowieka [20]
CD133 Jest to modyfikowane glikolitycznie biatko prominina-1. W ependymocytach |[16]

umiejscawia si¢ w wypustkach ich blony komorkowej. Wystepuje w licznych
komorkach progenitorowych, a takze nowotworowych

Nestyna Marker komorek neuroprogenitorowych oraz neuroepitelialnych komorek [26]
macierzystych (ependymy)

Sox-1, Sox-2 |Czynniki transkrypcyjne zaangazowane w neurogeneze, utrzymuja komorki |[9]
neuroprogenitorowe w stanie niezréznicowanym

Notch-1 Bialko receptorowe, ulega ekspresji w astrocytach SEZ, ependymocytach |[27]
i neuroblastach

Gli-1 Czynnik transkrypcyjny, niezbedny w funkcjonowaniu szlaku Shh, ulega [40]
ekspresji w astrocytach i komorkach neuroprogenitorowych

Musashi- 1 Bialko wiazace si¢ z mRNA, zaangazowane w regulacje sygnalizacji [48]
na szlaku Notch, obecne w komoérkach neuroprogenitorowych

PDGF-R Receptory czynnikow wzrostowych promujacych proliferacje NSCs, [36]
obecnos¢ receptorow wykazano w wielu wezesnych komorkach

FGF-R neuroprogenitorowych

Dotychczas w literaturze opisane zostaly procedury jednowarstwowych hodowli
neuralnych komorek macierzystych izolowanych z tkanek embrionalnych. Hodowle
jednowarstwowe sg zakladane z zawiesiny komorek badz z eksplantu tkanki
nerwowej, ktore umieszcza si¢ na podlozu pokrytym substratem. Substratami
skutecznie zwigkszajacymi stopien adhezji komorek do podloza sa przykladowo
fibronektyna, poliornityna, kolagen, zelatyna, laminina [15]. W poréwnaniu z hodowla
neurosfer, hodowle jednowarstwowe sa bardziej homogenne. Zaleta adherentnych
hodowli w postaci monowarstwy jest tez lepsza ckspozycja komorek na sygnaly
srodowiska hodowlanego. By¢ moze dlatego wydajnos¢ roznicowania NSCs w
kierunku komorek nerwowych w warunkach in vitro zwigksza si¢ z 5% w przypadku
hodowli neurosfer do ponad 40% w hodowli jednowarstwowej [15].

Historycznie starszym systemem hodowli NSCs jest hodowla neurosfer. Metoda opisana
po raz pierwszy przez Reynoldsa i Weissa [44] polegala na hodowli fragmentu tkanki
mozgowej dorosle] myszy w naczyniu hodowlanym niepokrytym substratem. Pozywka
hodowlana bez dodatku surowicy zawierala wysokie stgzenie, 20 ng/ml, naskorkowego
czynnika wzrostu (EGF), ktory pobudzal proliferacj¢ wylacznie komérek prezentujacych
na powierzchni receptor EGF. Po kilku dniach hodowli wigckszos¢ komorek obumierala,
natomiast pozostale zywe komorki tworzyly swobodnie unoszace si¢ kuliste agregaty, tzw.
neurosfery. Proliferujace niezrozni-cowane komorki neurosfer cechowala ekspresja nestyny.
Neurosfery te indukowano do roéznicowania, co skutkowalo tworzeniem komorek
morfologicznie 1 antygenowo odpowiadajacych neuronom i astrocytom [44]. Tworzenie
neurosfer zaobserwowano w przypadku zakladania hodowli zaréwno z moézgu dorostych
zwierzat, jak 1 z tkanek embrionalnych [3].
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Neurosfery w hodowli in vitro sa sferycznymi lub elipsoidalnymi strukturami
zlozonymi z kilkuset komorek w otoczce bogatej w skladniki macierzy zewnatrz-
komorkowej. Komorki neurosfer roznig si¢ wielkoscia, obecnoscia lub brakiem
ziarnisto$ci w cytosolu, liczba mitochondridw, mogg znajdowac si¢ w rdéznych fazach
cyklu komorkowego [8]. Komorki te wykazuja ckspresje receptoréow EGF, FGF,
TGF-a, TGF-, nestyny, GFAP, -I1I tubuliny i specyficznego dla neuronow bialka
NeuN [3]. Tak szerokie spektrum antygendéw dowodzi wysokiej heterogennosci
neurosfer. Struktury te stanowia agregaty wlasciwych NSCs, komorek neuropro-
genitorowych na réznym etapie roznicowania oraz dojrzalych neuronow i komorek
gleju. Neurosfery to wysoce zlozone struktury biologiczne, w ktérych w tym samym
czasie zachodza procesy fagocytozy, mitozy, apoptozy, a nawet nekrozy [8]. Szacunki
dotyczace odsetka NSCs w neurosferach wskazuja, zZe jest ich zaledwie 0,16% [43].
Roéwniez same neurosfery roznia si¢ miedzy soba wielkoscia 1 morfologia (ryc. 1).
Moga by¢ nieregularnego ksztaltu z wystajacymi drobnymi wyrostkami przypo-
minajacymi rzgski lub regularnie kuliste. Niektore neurosfery wyksztalcaja wyrazne
pseudopodia, dzigki ktorym moga czasowo ulegaé adhezji do podloza, a nastepnie
spontanicznie odrywaja si¢ od dna [8].

RYCINA 1. Neurosfery z moézgu doroslej swini w hodowli in vitro (badania wlasne)
FIGURE 1. Neurospheres from adult pig brain cultured in vitro

Metoda hodowli neurosfer, mimo swoich ograniczen, stanowi cenne narzgdzie w
badaniach nad biologia komorek macierzystych ukladu nerwowego. Uzyskane ze
skrawka tkanki nerwowej i rozproszone komorki umieszcza si¢ w pozywce
pozbawionej surowicy, z dodatkiem czynnikéw wzrostu: EGF w stgzeniu 20 ng/ml 1
bFGF w stezeniu 10 ng/ml. W tych warunkach przezywaja jedynie komoérki wrazliwe
na mitogeny, po 6—8 dniach hodowli komorki te tworza neurosfery [18]. Pierwotne
neurosfery mozna pasazowac, kiedy osiagna srednicg okolo 100-150 um. Komorki
neurosfer pierwotnych, rozproszone enzymatycznie (za pomoca 0,05% trypsyny), po
okolo 7 dobach od pasazu tworza neurosfery wtdrne. Zdolno$¢ tworzenia wielu
kolejnych pokolen neurosfer jest dowodem na obecnos¢ NSCs zdolnych do ciaglego
samoodnawiania |18, 43].
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Chiasson 1 wsp. potwierdzili obecnos¢ neuralnych komorek macierzystych w
warstwie ependymy, jak 1 subependymy [13]. Jednak zdolnos¢ tych komoérek do
tworzenia in vitro neurosfer pierwotnych 1 wtomych jest rézna. Komorki pochodzenia
ependymalnego z latwoscia proliferuja 1 tworza neurosfery pierwotne niczaleznie od
obecnosci w pozywce hodowlanej EGF 1 bFGF, natomiast po enzymatycznej
dysocjacji nie tworza neurosfer wtornych. Neurosfery pierwotne sg niewielkie —
ponizej 0,1 mm srednicy. Umieszczone w warunkach roznicujacych daja poczatek
wylacznie komorkom GFAP-pozytywnym. Natomiast populacja NSCs pochodzenia
subependymalnego wykazuje wigksza zdolnos¢ do samoodnawiania, tworzenia
neurosfer pierwotnych i wtornych, jednak warunkiem niezbednym jest obecno$¢ w
srodowisku hodowlanym mitogenéw EGF lub bFGF. Neurosfery pierwotne pochodze-
nia subependymalnego maja co najmniej kilkakrotnie wigksza srednice (od 0,5 do 1
mm) w poréwnaniu z neurosferami pierwotnymi z komorek ependymalnych. W
warunkach roznicujacych z NSCs pochodzenia subependymalnego tworza sig¢
zarowno komorki GFAP”, jak i neurony [13].

Kontrola proliferacji i réznicowania NSCs

W tkankach doroslego organizmu komorki macierzyste sa umicjscowione w tzw.
niszach, czyli regionach macierzy zewnatrzkomorkowej. Znaczaca role¢ w kontroli
proliferacji 1 roznicowania komorek macierzystych odgrywa obecnos¢ w obrgbie
niszy zarowno dojrzalych komorek i wydzielanych przez nie czynnikow wzrostu, jak
1 bialek macierzy zewnatrzkomorkowej. W kontrolg proliferacji 1 réznicowania
neuralnych komorek macierzystych in vivo zaangazowane sa liczne szlaki sygnalowe.
Ich wspoldzialanie determinuje losy NSCs, regulujac tempo proliferacji i samoodna-
wiania lub kierunek roznicowania [6] (ryc. 2). Proba odtworzenia zawilych zaleznosci
1 pelnego scharakteryzowania czynnikow 1 szlakow sygnalowych tworzacych nisze
dla NSCs jest ciagle wyzwaniem dla badaczy. Najlepiej poznane czasteczki 1 szlaki
sygnalowe opisano ponizej.

EGF - naskorkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor) to klasyczny
mitogen stosowany w hodowli NSCs [43, 44]. Zwigksza tempo proliferacji
niezréznicowanych komorek zarowno in vitro, jak 1 in vivo. Jego dzialanie in vivo
jest jednak szersze — EGF znaczaco indukuje powstawanie GFAP-pozytywnych
komorek astrogleju 1 ich migracj¢ z SEZ do sasiadujacych stref mozgu. Odbywa
si¢ to kosztem ograniczenia réznicowania w kierunku neuronéw i1 zmnigjszenia
ruchliwosci neuroblastow [33].

bFGF — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast growth factor) w
warunkach in vitro zwigksza tempo proliferacji niezréznicowanych komorek, podczas gdy
usunigcie tego czynnika indukuje neurogenezg |3, 43]. Infuzja bFGF do komor bocznych mézgu
gryzoni powoduje natomiast zwigkszenie intensywnoscl neurogenezy w SEZ [6]. Odmienna
reakcja komorek na ten sam czynnik dowodzi, Ze hodowle in vitro nie zawsze stanowia idealne
odzwierciedlenie warunkow panujacych iz vivo. W tym przypadku kontrola tempa proliferacji
1 réznicowania przez bFGF moze dodatkowo zaleze¢ od wspoldzialania z innymi czynnikami
wzrostowymi oraz od zmian w profilu ekspresji aktywnych receptorow [25].
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RYCINA 2. Kontrola proliferacji 1 roznicowania neuralnych komorek macierzystych (kompilacja danych
literaturowych): (+) oznacza stymulacje, (—) hamowanie, * wplyw stwierdzony tylko w warunkach in
vivo

FIGURE 2. The control of proliferation and differentiation of neural stem cells (compilation of literature
data): (+) stimulation, (-) inhibition, * influence observed in vivo only

PDGF - plytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)
jest rowniez skutecznym mitogenem dla NSCs izolowanych z mézgu doroslych
myszy, jednak zwigkszenie tempa proliferacji komorek obserwowano jedynie w
przypadku zastosowania PDGF wraz z bFGF [28]. Infuzja PDGF do komor
bocznych moézgu gryzoni powoduje, podobnie jak w przypadku EGF, aktywacj¢
astrocytow SEZ kosztem ograniczenia neurogenezy [28].
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Sygnalizacja z udzialem BMP (ang. bone morphogenetic protein) wzmaga
tworzenie astrocytow in vitro i1 in vivo. Nadekspresja BMP7 w mozgu doroslych
osobnikéw powoduje zmniejszenie tempa proliferacji 1 neurogenezy, zwigksza nato-
miast roznicowanie w kierunku astrocytow. Przeciwstawny efekt wywoluje noggina,
bialko bedace rozpuszczalnym antagonista szlaku sygnalizacyjnego, w ktoérym
uczestniczy BMP [14].

Szlak sygnalizacyjny Notch jest uniwersalnym systemem sygnalizacji, zapewnia-
jacym utrzymanie zdolnosci komoérek macierzystych do samoodnawiania przez
zahamowanie procesow ich réznicowania [45]. W przypadku neuralnych komorek
macierzystych, aktywacja szlaku Notch powoduje zwigkszenie tempa proliferacji
NSCs kosztem zahamowania neurogenezy |2, 5, 10]. Bialko blonowe receptora
Notch, podobnie jak bialko Musashi — jeden z elementow szlaku sygnalowego Notch,
stanowia markery proliferujacych komorek ukladu nerwowego (tab. 1). Oprocz
szlaku Notch, wazna role w utrzymaniu puli niezréznicowanych NSCs odgrywa takze
szlak sygnalizacyjny Shh (ang. sonic hedgehog homolog) |5]. Jednym z elementow
tego szlaku jest czynnik transkrypcyjny z rodziny bialek Gli (ang. glioma-associated
oncogene homolog), ktory takze proponowany jest jako jeden z markeréw komorek
neuroprogenitorowych.

Neurotransmitery wydziclane przez dojrzale komorki neurondéw sa kolejnymi
czynnikami dzialajacymi w obrgbie nisz dla neuralnych komorek macierzystych,
niepozostajacymi bez wplywu na zdolnos¢ NSCs do proliferacji badz roznicowania.
Astrocyty strefy subependymalnej majg na swojej powierzchni aktywne receptory
kwasu y-aminomastowego (GABA) i reaguja obnizeniem tempa proliferacji oraz
tworzeniem neuroblastow na obecnos¢ GABA w s$rodowisku. Powstajace neuro-
blasty wydzielaja kolejne czasteczki GABA, co stanowi mechanizm sprzg¢zenia
zwrotnego kontrolujacego proliferacj¢ 1 roznicowanie astrocytow [38].

Serotonina (5-hydroksytryptamina, 5-HT) 1 uklad serotoninergiczny rowniez
moduluja tempo neurogenezy w moézgu dorostych zwierzat, szczegolnic w obszarze
hipokampa [19]. Podwyzszony poziom serotoniny zwigksza intensywnos¢ neuro-
genezy in vivo, podobny efekt obserwowano takze w hodowlach neuralnych
komorek macierzystych in vitro [7]. W regulacj¢ procesu neurogenezy za
posrednictwem serotoniny bezposrednio zaangazowane sa receptory 5-HT1A, co
wykazano w kilku eksperymentach in vitro |7, 19].

Dopamina ogranicza proliferacje 1 samoodnawianie neuralnych komoérek macie-
rzystych. Jak dotad jednak nie wykazano bezsprzecznie ekspresji receptorow
dopaminy na powierzchni komérek NSCs dorostych ssakow, dlatego niezbgdne sa
dalsze precyzyjne badania [34].

Melatonina jest hormonem produkowanym przez szyszynkg — jego glowna
funkcja to kontrola rytmu snu i1 czuwania, ale takze chroni komoérki nerwowe przed
smiercig wywolana, np. dzialaniem substancji neurotoksycznych. Wyniki najnowszych
badan wykazaly, ze melatonina zwigksza tempo proliferacji neuralnych komorek
macierzystych i1 komérek neuroprogenitorowych wyizolowanych ze strefy subepen-
dymalnej mézgu dorostych myszy. Komorki te cechuje wysoki poziom ekspresji
receptora melatoniny [50].
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Neurotrofiny, takie jak: czynnik wzrostu nerwoéw — NGF (nerve growth factor),
czynnik neurotroficzny pochodzenia mozgowego — BDNF (brain-derived neuro-
trophic factor) oraz neurotrofina3 (NT3) kontroluja w warunkach fizjologicznych
proliferacj¢ oraz réznicowanic NSCs. Aktywowane receptory tych czynnikow
charakteryzuja si¢ aktywnoscig kinazy tyrozynowej i fosforyluja bialka z domena
SH2 lub PH, zapoczatkowujac w ten sposob odpowiedz komorkowa [1]. Stany
patologiczne, np. niedokrwienic mozgu, wywoluja wzrost stezenia wymienionych
neurotrofin, co przyspiesza roznicowanie komorek macierzystych w neurony.

Macierz zewnatrzkomorkowa jest kolejnym istotnym elementem niszy, a jej skladniki moga
by¢ zaangazowane w regulacj¢ samoodnowy lub réznicowania NSCs. Heparyna, kolagen,
LewisX 1 Tenascyna-C to najlepiej poznane skladniki macierzy zewnatrzkomorkowej komorek
ukladu nerwowego [6]. Ich wplyw na tempo proliferacji lub roznicowania NSCs jest posredni
poprzez interakcj¢ z mitogenami 1 innymi czynnikami [11].

Hodowla neurosfer in vitro w pozywce pozbawionej surowicy, zawierajacej] EGF
i/lub bFGF pozwala na nicograniczona proliferacj¢ komoérek, natomiast pasazowanie
neurosfer umozliwia uzyskanie praktycznie nieskonczonej liczby kolejnych pokolen
neurosfer [18]. Pozywki hodowlane z surowica, pozbawione dodatku mitogenéw EGF
1 bFGF, aktywuja spontaniczne réznicowanie neuralnych komorek macierzystych w
obrgbie neurosfery glownie w kierunku astrocytow, a w mnigjszym stopniu w kierunku
neurondéw 1 oligodendrocytow. Dodanie do pozywki hodowlanej czynnika neurotro-
ficznego, np. NGF lub BDNF znaczaco zwigksza liczebno$¢ neuronéw w populacji
zroznicowanych komorek [3].

Mozliwe jest rdznicowanie calych neurosfer lub komorek uzyskanych w wyniku
ich enzymatycznej dyspersji [18]. Roznicowanie komoérek rozproszonych enzyma-
tycznie 1 hodowanych w postaci monowarstwy pozwala na precyzyjne ukierunko-
wanie réznicowania i uzyskanie znacznej liczby komoérek wyspecjalizowanych.

4. PERSPEKTYWY WYKORZYSTANIA NEURALNYCH
KOMOREK MACIERZYSTYCH W LECZENIU CHOROB
UKLADU NERWOWEGO

Zdolnos¢ neuralnych komorek macierzystych do dlugotrwalej proliferacji i
regenerowania dojrzalych komoérek ukladu nerwowego daje nadzieje na wykorzys-
tanic NSCs do leczenia chorob neurodegeneracyjnych, m.in. choroby Alzheimera,
choroby Parkinsona, stwardnienia rozsianego oraz udaréw mozgu, ktore wiaza si¢
z utratg wielu milionow neurondéw. Wykorzystaniec NSCs w terapii schorzen ukladu
nerwowego moze odbywac si¢ w dwojaki sposob:

1) poprzez przeszczep egzogennych NSCs — W dotychczasowych badaniach
na mysich modelach choréb ukladu nerwowego przeszczepiano réznorodne komorki,
zarowno NSCs, jak 1 komoérki neuroprogenitorowe oraz niedojrzale neurony [53].
Celem przeszczepiania NSCs lub komoérek progenitorowych jest nie tylko ich
roznicowanie si¢ w dojrzale komoérki ukladu nerwowego, ale tez zapewnienie
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wsparcia dla procesow regeneracyjnych in vivo poprzez wydzielanie odpowiednich
ilosci czynnikow neurotroficznych i przeciwzapalnych. Pozwala to na czg¢sciowe
zlagodzenie skutkow uszkodzenia, niezaleznie od jego przyczyny [3]. Istnieja
doniesienia wskazujace, ze wprowadzone dozylnie, wstgpnie zroznicowane NSCs,
pokonuja barier¢ krew-mozg 1 sa zdolne do integracji strukturalnej oraz funkcjonalnej
z tkanka nerwowa organizmu biorcy [35]. Dodatkowo NSCs wykazujg tropizm w
kierunku uszkodzonej tkanki badz zmian nowotworowych [35, 53]. Mechanizm tego
zjawiska polega prawdopodobnie na interakcjach ligand-receptor, przy czym czynnikow
wywolujacych dodatnia chemotaksj¢ komorek macierzystych Iub progenitorowych
moze by¢ nawet kilkanascie. Nieliczne zidentyfikowane czynniki to EGF 1 jego
receptor, SCF/c-Kit i HGF/c-Met [54]. Istnienie dodatniego tropizmu ukierunko-
wanego w strong komorek nowotworowych stwarza mozliwos¢ wykorzystania NSCs
takze jako transporteréw lekow skierowanych przeciwko nowotworom moézgu [35].
2) poprzez stymulacje endogennych NSCs — W warunkach fizjologicznych
procesy proliferacji 1 réznicowania komérek macierzystych sa precyzyjnie regulowane
poprzez réznorodne oddzialywania i systemy sygnalizacji w obrgbie niszy. Dopiero
poznanie 1 zrozumienie tych zloZzonych mechanizméw pozwoli na pelng kontrolg
neurogenezy in vivo. Ograniczeniem dla stosowania czynnikow neurotroficznych
pobudzajacych neurogenezg bylo dotychczas pokonanie przez nie bariery krew-mozg
1 precyzyjne dostarczenie tych bialek do miejsca uszkodzenia [23]. Obecnie jest to
mozliwe dzigki zastosowaniu terapii genowej 1 wektorow wirusowych [37].
Aktualne badania dotycza wykorzystania NSCs w terapii zaburzen neurologicznych
— depres;ji 1 schizofrenii [53]. Depresj¢ bardzo czgsto wyzwala dlugotrwaly stres,
co wiaze si¢ ze zwigkszona produkcja kortyzolu. Hormon ten oddzialuje neuroto-
ksycznie na komorki ukladu nerwowego oraz powoduje oslabienie procesow
neurogenezy [5]. Wykazano, ze leki przeciwdepresyjne z grupy agonistow recep-
toréw serotoninowych, znaczaco zwigkszaja neurogeneze u osob dorostych [21, 29].
Skuteczne okazalo sig¢ takze leczenie depresji w modelach zwierzecych za pomoca
czynnikow neurotroficznych, takich jak BDNF, zwickszajacych neurogenezg nawet
po zastosowaniu pojedynczej dawki leku [49]. Argumentem na poparcie tych tez
moze by¢ 4—6-tygodniowy okres uplywajacy od podania leku przeciwdepresyjnego
do wystapienia widocznego efektu terapeutycznego. Odpowiada to czasowi, w jakim
neurony dziela si¢, rdznicuja. a nastgpnic wlaczaja si¢ funkcjonalnie w tkanke [53].
Nieprawidlowosci w neurogenezie moga przyczyniaé¢ si¢ takze do rozwoju
schizofrenii. W tym przypadku patogenez¢ choroby wiaze si¢ ze zmnigjszeniem tempa
proliferacji NSCs w zawoju zgbatym hipokampa, co potwierdzono doswiadczalnie
u pacjentow chorych na schizofreni¢ [5]. Istotng rol¢ przypisuje si¢ genowi DISC1
(Disrupted in Schizophrenia 1), ktory kontroluje proces funkcjonalnej integracji
neuronéw powstajacych u doroslych osobnikéw. Uszkodzenie tego genu nie jest
jedyna przyczyna, ale jednym z czynnikow sprzyjajacych rozwojowi schizofrenii [21].
Tak wigc, zastosowanie terapii z uzyciem egzogennych neuralnych komorek
macierzystych pozwoliloby na przywrdcenie wlasciwego poziomu neurogenezy.
Wykorzystanic NSCs w terapii chorob ukladu nerwowego budzi jednak pewne
zastrzezenia zwigzane z wydajnoscig izolacji neuralnych komoérek macierzystych z
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tkanki mozgu lub innych zrodel ich pozyskiwania. Rownie wazna jest precyzyjna
kontrola roznicowania przeszczepionych NSCs oraz funkcjonalna integracja komorek
w warunkach i vivo. Liczne badania wskazuja, ze przeszczepione NSCs wywieraja
glownie efekt pobudzenia procesow regeneracyjnych oraz przywrdcenia homeostazy
w migjscu uszkodzenia [3]. Ponadto NSCs hodowane in vitro moga stac¢ sig¢
narzedziem do zrozumienia mechanizméw powstawania chorob ukladu nerwowego
oraz do testowania nowych lekow. Niezaleznie od zastosowanej strategii terapeu-
tycznej, leczenie chorob ukladu nerwowego z udzialem neuralnych komoérek
macierzystych wymaga jeszcze wielu dalszych badan.
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