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Streszczenie: Populacjg komorek macierzystych/progenitorow, majacych zdolno$¢ do réznicowania sig w
komorki o charakterze neurondw, astrocytow i oligodendrocytow wyizolowano z frakcji mononuklearnej
ludzkiej krwi pgpowinowej, pozbawionej komoérek hematopoetycznych (CD 347, CD 45°). Ekspansja tej
populacji, poprzez wielokrotne pasazowanie komorek nieprzylegajacych w obecno$ci EGF, umozliwita
otrzymanie stabilnej, klonogennej linii neuralnych komoérek macierzystych z ludzkiej krwi pgpowinowej
(HUCB-NSC), bez uprzedniej immortalizacji. Opracowano metody pozwalajace na utrzymanie w ho-
dowli linii HUCB-NSC na réznych etapach zaawansowania rozwojowego. Ustalono warunki in vitro
standaryzowanej hodowli dla HUCB-NSC, w ktérych mozemy kierowa¢ decyzjami rozwojowymi ko-
morek przy pomocy czynnikow wzrostowych, mitogenow lub neuromorfogenéw. Analiza molekularna
(mikromacierze DNA) i immunocytochemiczna komoérek niezréznicowanych HUCB-NSC wskazuje na
aktywacjg szlakow komorkowych WNT, DELTA/NOTCH oraz FGFR1. W obecnosci dBcAMP HUCB-
NSC réznicuja sig gtdéwnie w kierunku neuronalnym (do 80%). W komorkach zréznicowanych wykazano
ekspresjg zarowno mRNA, jak i bialek receptorowych (dopaminergicznych, gabaergicznych, glutamater-
gicznych, serotoninergicznych i cholinergicznych) oraz zwiazanych z przekaznictwem synaptycznym.
Badania elektrofizjologiczne wykazaty obecno$¢ w komérkach HUCB-NSC typowych dla neuronow
pradéw potencjato-zaleznych i receptorowych. Udowodniono, ze HUCB-NSC jest linia neuralnych
komorek macierzystych, zdolna do roznicowania w komorki typowe dla OUN. Jest to pierwsze donie-
sienie dotyczace otrzymania i roznicowania funkcjonalnego w kierunku neuronalnym, nieimmortalizowa-
nej, somatycznej linii komoérek macierzystych.

*Praca finansowana przez granty: KBN 6P05A 049 20, K053/P05/2003.
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Summary: The population of stem/progenitor cells was selected from human cord blood non-hematopo-
ietic (CD** and CD* negative) mononuclear fraction and was shown to attain neural features. Due to
repeated expansion and selection of these cells in the presence of EGF we have established the first
clonogenic, non-immortalized human umbilical cord blood neural stem cell like line (HUCB-NSC). This
line can be maintained in culture at different developmental stages and their fate decisions can be experi-
mentally manipulated in vitro by the presence of trophic factors, mitogenes and neuromorphogenes.
Standardized conditions for their growth and differentiation have been established. The activation of the
WNT, DELTA/NOTCH and FGFR1 signaling pathways in HUCB-NSC was shown by molecular and
immunocytochemical analysis. Differentiation in the presence of dBcAMP directed HUCB-NSC predo-
minantly (80%) into neuronal lineage, as revealed by DNA microarray and immunocytochemistry. This
included expression of several functional proteins: glutamatergic, GABA-ergic, dopamine, serotonin and
acetylcholine receptors or synaptic vesicle proteins. That was further confirmed by electrophysiological
studies showing in differentiated HUCB-NSC two types of voltage-sensitive and several ligand gated
currents typical for neuronal cells. Obtained results confirm the stem character and neural commitment of
HUCB-NSC cell line. This is the first report of establishment and functional neuronal differentiation of
nonimmortalized somatic stem cell line.

Key words: neural stem cells, human cord blood, neuronal differentiation, DNA microarray, electrophy-
siology.

WSTEP

Komorki macierzyste (Stem Cells, SC) maja zdolnos¢ do samoodnowy przez ciagte
podziaty (odpowiednikiem funkcjonalnym jest klonogenno$¢) oraz do réznicowania sig
w dojrzate komorki tkanek i narzadéw. Na okreslonych etapach rozwoju osobniczego
SC wykazuja rézny stopien ograniczenia potencjalu do dalszego réznicowania,
poczawszy od komorki totipotencjalnej, ktéra moze roéznicowac si¢ we wszystkie
pozostate komdrki organizmu (jedynie zaptodniona komorka jajowa i pierwsze komorki
potomne), poprzez pluri-, multi- oraz unipotencjalne.

Zarodkowe komorki macierzyste (Embryonic Stem Cells, ESC) moga namnazac
si¢ w hodowli in vitro logarytmicznie, w czasie nieograniczonym, zachowujac
jednoczesnie swoja pluripotentno$é, to jest zdolnos$¢ do réznicowania si¢ we wszystkie
(poza ptciowymi) komorki organizmu [1]. Dzigki temu mozna otrzymaé w krotkim
czasie duza ilo$¢ komorek do zastosowania w terapii transplantacyjnej. Jednakze linie
komorkowe wyprowadzane z ESC wykazuja cechy niestabilno$ci genetycznej i
epigenetycznej [2], co moze by¢ powodem ich sklonno$ci do tworzenia guzéw w
organizmach otrzymujacych przeszczep komérkowy.

Te problemy natury biologicznej, a takze zastrzezenia natury etyczno-moralnej
zwiazane ze sposobem otrzymywania ESC sklonity wielu badaczy do poszukiwania
alternatywnych zroédet komoérek macierzystych z jednej strony bezpiecznych onkolo-
gicznie, z drugiej strony podobnie jak ESC wykazujacych zdolnos¢ do ekspans;ji in
vitro. Specyficzne tkankowo, somatyczne komodrki macierzyste (Somatic Stem Cells,
SSC) sa drugim zrédlem komorek macierzystych stosowanym w terapii transplanta-
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cyjnej i podobnie jak ESC wykazuja zdolnos$¢ do strukturalnej i funkcjonalnej integracji
z tkanka biorcy przeszczepu, jednakze maja ograniczona zdolnos$¢ do podziatdéw i ekspansji
in vitro. Poczatkowo uwazano, ze SSC moga réznicowac si¢ jedynie w komorki tkanki,
z ktorej pochodza. Badania ostatnich lat wykazaty jednak, ze SSC sa multipotencjalne
nie tylko w obrgbie jednej tkanki, ale moga takze przekracza¢ bariery tkankowe i
roéznicowac si¢ w komorki pochodzace z innych listkow zarodkowych. Taka zdolnos¢
SSC thumaczona jest zjawiskiem plastycznos$ci (przeprogramowania — transdyferencjacji
populacji juz ukierunkowanych tkankowo komorek) i/lub transpotencji (wyj$ciowego
braku zaprogramowania — utrzymania autonomicznego, niezréznicowanego stanu
pluripotencjalno$ci czesci komorek wystepujacych w okreslonej niszy tkankowej) [3].
Mechanizmy molekularne tych zjawisk nie sa do konca poznane, cho¢ koncepcja ,,open
transcriptosom”, ktora zaktada, ze wigkszos¢ genow w komodrkach macierzystych
jestutrzymywana w tzw. ,,stanie otwartym”, czyli z aktywacja na niskim poziomie [4],
ma coraz wigcej zwolennikow. Podstawa tej hipotezy byto wykrycie, ze w niektorych
typach somatycznych komoérek macierzystych (np. mezenchymalnych) ekspresji
podlegaja wybrane transkrypty typowe dla réznych listkéw zarodkowych [5, 6]. Z
drugiej strony istnieje coraz wigcej dowodow na to, ze w dojrzatych tkankach
somatycznych znajduja si¢ pluripotencjalne komorki o charakterze ESC, ktorych podziaty
w warunkach in vivo sa skutecznie hamowane przez sygnaty plynace z otaczajacej
niszy tkankowej [7, 8]. W sprzyjajacych warunkach in vitro, promujacych aktywnos¢
proliferacyjna, takie ,,uspione” pluripotencjalne komoérki macierzyste izolowane z tkanki
somatycznej moglyby podlega¢ pozytywnej selekeji [9,10,11].

Ukierunkowane tkankowo komarki macierzyste (rowniez komoérki prekursorowe
uktadu nerwowego) zwykle, w hodowli in vitro, po pewnej liczbie podziatow
nieodwracalnie przestaja si¢ dzieli¢ i spontanicznie roznicuja si¢. Jedna z przyczyn tego
zjawiska jest tzw. asymetria podzialow komorek macierzystych pochodzacych z tkanek
somatycznych [12]. Z pojedynczej komorki tego typu po podziale powstaje jedna
komorka macierzysta, ktora jest kopia komorki matczynej i jedna komorka progeni-
torowa, czyli komorka macierzysta ,,ukierunkowana” juz w dalszym rozwoju. O
podziatach lub dalszej specjalizacji komorki decyduja sygnaty zaréwno pochodzenia
wewnatrzkomorkowego, jak i1 z otaczajacego ja Srodowiska [13, 14, 15]. W niszach
mobzgu jest to wystarczajace do utrzymania statej puli komérek macierzystych, natomiast
in vitro, jesli nie zostana zapewnione odpowiednie warunki do stymulacji podzialow
symetrycznych, przesunigcie kinetyki podziatow komérkowych w strong podziatow
asymetrycznych prowadzi do starzenia sig i zamierania hodowli komorkowej. Dlatego
problemem wciaz trudnym w przypadku SSC jest opracowanie metody nieograniczonego
namnazania tych komorek in vitro i mozliwo$¢ wyprowadzenia, bez uprzedniego
unie$miertelniania, ustalonych linii komorkowych. Takie linie komorkowe sa niezwykle
potrzebne zarowno dla dalszych badan podstawowych, jak i dla oczekiwanego
zastosowania terapeutycznego.

W pracy Buzanska i wsp. [9] dokumentujemy wyprowadzenie stabilnej, nietrans-
formowanej linii neuralnych komorek macierzystych z krwi pgpowinowej. Tym samym
dostarczamy dowodow na to, ze mozliwe jest w warunkach in vitro wyselekcjonowanie
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somatycznych komorek macierzystych, ktore moga namnazac si¢ w sposob nieograni-

czony (podobnie jak dzielace si¢ symetrycznie embrionalne komorki macierzyste).

Podobna stymulacje¢ do podziatéw symetrycznych w hodowli in vitro uzyskano dla

somatycznych komérek macierzystych izolowanych z mézgoéw ptodowych szczura i

cztowieka [10]. Co wigcej, Conti i wsp. [ 10] zastosowali protokot doswiadczalny podobny

do naszego w kontekscie zar6wno sposobu izolacji komorek zdolnych do podziatow

symetrycznych, jak i metody utrzymywania w hodowli komorek proliferujacych.
Ludzkie neuralne komoérki macierzyste (Human Neural Stem Cells —hNSC) mozna

otrzymywac in vitro z hodowli ESC [16, 17] i z mozgowych tkanek somatycznych

(ptodowych —[18] i dorostego cztowieka — [19]), ale réwniez ze szpiku kostnego [20,

21, 7] i skory cztowieka [22]. Praca podjeta przez nasz Zespot i realizowana od 2000

roku we wspolpracy z Zaktadem Hematologii Doswiadczalnej Instytutu Onkologii w

Warszawie udowodnita, ze zrodtem neuralnych komoérek macierzystych moze by¢

rowniez ludzka krew pepowinowa [23]. Badania te, wowczas pionierskie, zostaty

przedstawione na Konferencji ISN/ASN (International Society of Neuroscience/

American Society of Neuroscience) w sierpniu 2001 roku w Buenos Aires [24].

Podobne wyniki ronolegle otrzymat zespot pracujacy w Tampie (Floryda) [25].

Niniejsza praca stanowi przeglad wynikow prezentowanych w cytowanych publika-
cjach [9, 23,26, 27, 28] idotyczy nastgpujacych zagadnien:

* otrzymywanie progenitoréw neuralnych z ludzkiej krwi pgpowinowej i dowody na
ich zdolno$¢ do wielokierunkowego réznicowania si¢ w komorki o charakterze
neurondw, astrocytéw i oligodendrocytow [23];

* wyprowadzenie stabilnie ukierunkowanej linii neuralnych komaérek macierzystych
(Human Umbilical Cord Blood — Neural Stem Cells: HUCB-NSC) z progeni-
torow pochodzacych z krwi pepowinowej [9];

e standaryzacja wzrostu i réznicowania HUCB-NSC: opracowanie metod hodowli in
vitro umozliwiajacych utrzymywanie HUCB-NSC na réznych etapach zaawansowa-
niarozwojowego (od niezréznicowanych, poprzez ukierunkowane progenitory neural-
ne o zawezonym spektrum rozwojowym, do komoérek zréoznicowanych) [26,27];

¢ analiza molekularna mechanizméw lezacych u podstaw utrzymania ,,macierzysto-
$ci” wyprowadzonej linit HUCB-NSC [9];

e roznicowaniec HUCB-NSC w komorki o charakterze funkcjonalnych neuronéw: dowo-
dy na podstawie badan molekularnych (mikromacierze DNA), immunocytochemicz-
nych (ekspresja biatek) oraz elektrofizjologicznych (metoda , patch clamp”) [9, 27, 28].

OTRZYMYWANIE PROGENITOROW NEURALNYCH
Z LUDZKIEJ KRWI PEPOWINOWEJ

Nasze badania udowodnity, ze ludzka krew pegpowinowa moze by¢ zrodtem komorek
macierzystych, ktore pod wpltywem odpowiednich warunkow srodowiska (obecnosc¢
surowicy i stymulacja neuromorfogenami) moga roznicowac si¢ w komorki o charakterze
neurondw, astrocytow i oligodendrocytow [23].
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Zatozeniem wyjsciowym do przeprowadzanych doswiadczen bylo uzyskanie frakcji
mononuklearnej krwi pgpowinowej zawierajacej komorki klonogenne o mozliwie najnizszym
stopniu ograniczenia potencjalu do réznicowania. W tym celu przeprowadzono
immunodeplecje (metoda sortowania magnetycznego) komorek macierzystych juz
ukierunkowanych hematopoetycznie (CD34+), a nastepnie przez 6 tygodni stabilizowano
hodowle w obecnosci 10% surowicy. Otrzymana jednowarstwowo rosnaca hodowla komoérek
mononuklearnych byla CD34(-), CD45(-), tj. negatywna odpowiednio pod wzglgdem
powierzchniowych markeréw hematopoetycznych i endotelialnych. Dalsza selekcja polegata
na zmianie warunkow hodowli w kierunku stymulacji do podziatow tej czgsci komorek,
ktora jest wrazliwych na czynnik wzrostowy EGF (Epidermal Growth Factor).
Wezesniejsze prace [19] wykazaty, ze EGF specyficznie stymuluje do podzialéw neuralne
komorki macierzyste izolowane z OUN (Osrodkowego Uktadu Nerwowego). Wybor do
dalszej selekcji 1 propagacji w hodowli komorek nieprzylegajacych byt rowniez nieprzy-
padkowy. Zatozeniem byto, Ze sa to komorki niezréznicowane, wrazliwe na EGF 1 o duzej
zdolnosci proliferacyjnej. Doprowadzito to do skutecznego wyizolowania frakcji namnaza-
jacych si¢ komorek o charakterze neuralnych komorek macierzystych. Komorki te wykazy-
waly zdoIno$¢ do tworzenia klonow, pozytywnych pod wzgledem ekspresji nestyny (zarowno
napoziomie biatka, jak i RNA) — typowego markera dla neuralnych komoérek macierzystych.
Co wigcej, w obrebie tego samego klonu zidentyfikowano immunocytochemicznie komérki
roznicujace si¢ do trzech roznych fenotypdw neuralnych (neuronow, astrocytow i oligodendro-
cytow), co $wiadczy o multipotencjalnym charakterze izolowanych komorek. Zastosowanie
kwasu retinowego (RA) z BDNF (brain derived neurotrophic factor) lub tylko RA,
powoduje roznicowanie wyizolowanej frakcji komorek macierzystych krwi pgpowinowej
w komorki o charakterze neuronow (35%), astrocytow (30%) i oligodendrocytow (10%).
Stymulacja do réznicowania neuralnego jest jeszcze bardziej skuteczna w obecnoSci
czynnikow typowych dla niszy neurogennej w mozgu niz sama obecno$¢ badanych
czynnikow wzrostowych. Udowodniono to w doswiadczeniach, w ktérych komorki
macierzyste z krwi pgpowinowej znakowano pochodnymi chlorometylowymi dwuoctanu
fluoresceiny (Molecular Probs) 1 hodowano w ko-kulturze z komorkami izolowanymi z
kory mézgu szczura. Spowodowalo to ok.10% wzrost zdolnosci do réznicowania zar6wno
w kierunku neuronalnym, jak i w kierunku astrocytalnym.

WYPROWADZENIE LINII HUCB-NSC Z PROGENITOROW
POCHODZACYCH Z KRWI PEPOWINOWEJ

Stabilna linia komérkowa neuralnych komoérek macierzystych wywodzacych sig z
krwi pgpowinowej HUCB-NSC (Human Umbilical Cord Blood — Neural Stem Cells)
zostata otrzymana bez uprzedniego uniesmiertelniania komoérek [9]. Stato sig to mozliwe,
dzigki zastosowaniu metody hodowli in vitro przez selekcje komorek niezréznicowanych
(klonogennych, nieprzylegajacych) i ich propagacj¢ — wiclokrotne pasazowanie w
obecnos$ci mitogennego czynnika wzrostowego EGF, promujacego przezycie komorek
ukierunkowanych neuralnie [19]. Ustabilizowanie linii jako neuralnej linii komorek
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macierzystych nastapito po jej przejsciowej hodowli w warunkach bez surowicy w
obecnosci czynnikow wzrostowych EGFE, bFGF (basic fibroblast growth factor) i
LIF (leukemia inhibitory factor). Umozliwito to jednoczesna selekcje komoérek
ukierunkowanych neuralnie i ich stymulacj¢ do proliferacji. Badania immunocyto-
chemiczne i molekularne wykazaty, ze komorki tak wyprowadzonej linii, po zastosowaniu
neuromorfogenéw (np. dBcAMP) [9] lub niektorych czynnikéw wzrostowych (np.
CNTF - ciliary neurotrophic factor ) [27] moga si¢ réznicowaé do fenotypow neural-
nych w ok. 80% badanej populacji, co potwierdza neutralny charakter tej linii.

Linia HUCB-NSC utrzymywana jest juz ponad cztery lata w ciagtej hodowli (60.
pasaz). Wykazano, ze komorki HUCB-NSC maja prawidtowy ludzki kariotyp (46xy) i
sa wysoce klonogenne (wydajno$¢ 10%), co pozwolito na otrzymanie klonalnych podlinii.
W celu ustalenia, czy linia komorkowa jest stabilna i czy spetnia cechy linii neuralnych
komorek macierzystych, porownywano dane dotyczace kinetyki wzrostu, klonogennosci,
stabilno$ci kariotypu i potencjatu do réznicowania pomigdzy wezesnymi (<10) i péznymi
(>25, obecnie w pasazu 42.) pasazami linii podczas prawie trzech lat ciagtej hodowli.
Wyniki wykazaly brak réznic statystycznych pomiedzy poréwnywanymi pasazami
udowadniajac, ze linia jest stabilna i spetnia cechy linii neuralnych komorek macie-
rzystych. Stabilnos$¢ kariotypu, brak zwigkszonej ekspresji typowych onkogendw (np.
myc, ras), inhibicja kontaktowa w warunkach hodowli konfluentnej, a takze brak
tworzenia guzow nowotworowych po przeszczepie HUCB-NSC do myszy NOD/SCID
(non-obese diabetic (NOD)/severely combined-immunodeficient (SCID), pozbawio-
nej odpornosci immunologicznej, pozwalaja sadzi¢, ze nie jest to linia transformowana
[9 oraz dane niepublikowane].

Propagacja hodowli komoérek HUCB-NSC prowadzona jest w trzech réznych
warunkach:

1) bez surowicy w obecnos$ci czynnikoéw LIF, EGF i bFGF — hodowla niezréznico-
wanych, nieprzylegajacych komorek w formie luzno ptywajacych nieregularnych lub
typowych regularnych agregatow okreslanych jako ,,neurosfery” (ryc. 1 A, B),

2) w pozywce z niska zawarto$cia surowicy (2%), wzbogacona ITS (insulin/
transferin/selenium), bez dodatkowych czynnikow wzrostowych —hodowla mieszana:
komorek ptywajacych (niezroznicowanych) i przylegajacych do podtoza ukierunko-
wanych progenitorow oraz (ryc. 1 C),

3) w obecnosci 10% surowicy z dodatkiem mitogenéw EGF i bFGF — hodowla
komorek tylko przylegajacych, ale ciagle proliferujacych zaawansowanych progenitorow
neuralnych (ryc. 1 D).

Badalismy ekspresj¢ okreslonych biatek typowych dla komorek rozwijajacego sig i
dojrzatego OUN w réznych warunkach hodowli, stosujac metode znakowania
immunocytochemicznego. W komorkach niezr6znicowanych HUCB-NSC, hodowa-
nych bez surowicy wysokiej ekspresji podlegaja biatka typowe dla neuralnych komoérek
macierzystych, takie jak: nestyna (ok. 90%), GFAP (glial fibrillary acidic protein,
ok. 40%) oraz neurofilament NF-200 (ok. 20%). Struktura wldknista, typowa dla tych
biatek nie byta widoczna. Biatka typowe dla komorek zaawansowanych w réznicowaniu
neuralnym (B-TUBULINA III, MAP2 — microtubul associated protein 2 dla neuronow,
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RYCINA 1. Stadia rozwojowe HUCB-NSC podczas roznicowania w kierunku linii neuralnych. A-D:
kontrast fazowy, wskaznik powigkszenia: 100 pm. A —neurosfery w hodowli niezréznicowanych HUCB-
NSC — nisza utrzymujaca komorki w ,,uspieniu” (przejsciowy stan G0), w $srodowisku bez surowicy;
B — samoodnawiajace sig, nieadherentne HUCB-NSC stymulowane do podzialow w §rodowisku bez
surowicy z dodatkiem mitogenow (EGF i bFGF); C — hodowla mieszana: komorek ptywajacych
(niezréznicowanych) i przylegajacych do podioza ukierunkowanych progenitoréw w $rodowisku z
niska zawarto$cia surowicy (2%), bez dodatkowych czynnikow wzrostowych; D — hodowla komodrek
tylko przylegajacych, ale majacych zdolno$¢ do proliferacji zaawansowanych progenitorow neuralnych
(przejsciowa faza GO, w obecnosci 10% surowicy z dodatkiem mitogenow EGF i bFGF); E —
immunodetekcja (metoda znakowania ref. [26]): B-TUBULINY III, w komdrkach o charakterze neurondow
(NU), GFAP w komorkach o charakterze astrocytow (AS) oraz GAL C w komorkach o charakterze
oligodendrocytéw (OL), niebieskie — jadra barwione Hoechst 33258. Komorki réznicowane przez dwa
tygodnie w 2% surowicy z dodatkiem neuromorfogenéw, nie proliferuja, sa w koncowej fazie GO. Wskaznik
powigkszenia 50 pm. Komorki macierzyste proliferujace lub bedace w przejsciowej fazie GO nie wchodza
na $ciezke apoptozy

S100B dla astrocytow, GAL C — galaktocerebrozyd C dla oligodendrocytow) w
warunkach hodowli niezréznicowanej nie podlegaja ekspresji. W komorkach adhe-
rentnych, hodowanych w obecnosci 2% surowicy zardwno ekspresja, jak i organizacja
strukturalna tych biatek zmienita si¢: dla nestyny i GFAP poziom ekspresji spada
odpowiednio do 15% i 23% komorek w populacji, w przypadku NF200 zwigksza si¢ do
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ok. 30%, przy czym wszystkie te biatka, w tej fazie réznicowania, wystgpuja juz w
formie spolimeryzowanej. Wynik ten ttumaczymy stopniowym ukierunkowaniem
progenitoréw neuralnych, jakimi sa komorki przylegajace HUCB-NSC. Laczy sig to
ze stopniowa utrata ekspresji wezesnych markerow dla neuralnych komérek macierzys-
tych, do ktérych naleza nestyna i GFAP, z jednoczesnym zwigkszeniem ekspres;ji biatek
charakterystycznych dla neuronéw, takich jak NF-200. Rownoczesnie we frakcji
przylegajacej komorek HUCB-NSC, hodowanych w pozywce z niska zawartoscia
surowicy, pojawia si¢ ekspresja B-TUBULINY III, S100[ i galaktozy-cerebrozydu —
GAL C, co $wiadczy o stymulacji do r6znicowania tej hodowli we wszystkie trzy linie
typowe dla OUN. Na uwagg zashuguje pozornie nietypowa ekspresja GFAP — biatka
charakterystycznego dla zréznicowanych astrocytow, w niezréznico-wanych,
nieadherentnych HUCB-NSC. Badania prowadzone w wielu laboratoriach wykazaty,
ze biatko to podlega ekspresji rowniez w neuralnych komoérkach macierzys-tych, ale
tylko pochodzenia ludzkiego [30, 10].

HUCB-NSC hodowane w wysokim st¢zeniu surowicy, bez mitogenow lub w pozywce
z mala zawartoscia surowicy, ale w obecnosci neuromorfogendow zmieniaja fenotyp na
bardziej przypominajacy komorki o charakterze neurondw, astrocytow czy oligoden-
drocytow zaréwno morfologicznie, jak i pod wzgledem ekspresji biatek. Swiadczy to o
znaczacym wplywie warunkéw hodowli i zwiazana z tym dostgpnoscia czynnikow
epigenetycznych na ré6znicowanie HUCB-NSC.

W innej pracy [3 1] wykazali$my réwniez wptyw czynnikdw genetycznych na zdolno$é
do réznicowania HUCB-NSC. Podobnie jak w przypadku ludzkich transformowanych
komorek macierzystych linii DEV [32], podejmowanie decyzji rozwojowej o sposobie
réznicowania zalezy m.in. od ekspresji czynnikoéw transkrypcyjnych typu bHLH (basic
helix loop helix). Roznicowanie w kierunku neuronéw komorek linii HUCB-NSC
hamowane jest obecnoscia badZ endogennego, badz dostarczonego droga transfekcji
czynnika ID1 (inhibujacego czynniki proneuralne, takie jak neurogeniny lub neuroD),
a rozmieszczenie wewnatrzkomorkowe biatka ID1 (jadro lub cytoplazma) moze by¢
wskaznikiem stanu macierzystosci komorek HUCB-NSC.

STANDARYZACJA WZROSTU I ROZNICOWANIA HUCB-NSC

Stabilna linia HUCB-NSC zaréwno stanowi tatwo dostgpne zrodto neuralnych
komorek macierzystych, jak rowniez umozliwia standaryzacj¢ uktadow eksperymen-
talnych do badan in vitro. Co wigcej, wykazalismy [26, 8, 9], ze HUCB-NSC moga
by¢ hodowane jako warstwa przylegajacych do podtoza komorek (ryc.1 C,D) lub jako
przestrzenne, ptywajace konglomeraty niezréznicowanych komorek o charakterze
neurosfer (ryc. 1 A). ,,Neurosfery” sa to struktury typowe dla hodowli neuralnych
komorek macierzystych zar6wno somatycznych (izolowanych z mézgu ptodu lub moézgu
dorostego osobnika [33]), jak i zarodkowych (wyprowadzanych z blastocysty rozwija-
jacego si¢ zarodka [34]). Zdolno$¢ HUCB-NSC do tworzenia ,,neurosfer” potwierdza
neuralny charakter wyprowadzonej przez nas linii komorkowe.
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Opracowalismy metody umozliwiajace utrzymywanie komorek linii HUCB-NSC w
hodowli in vitro, na rdznych etapach rozwoju, ktére odzwierciedlaja hierarchi¢ ich
wzrostu i réznicowania: od niezréznicowanych, poprzez progenitory neuralne o
zawezonym spektrum rozwojowym, do komorek zrdéznicowanych [26] (ryc. 1). Mozli-
wosc izolacji frakeji komorek HUCB-NSC odzwierciedlajacej okreslony etap rozwoju
ontogenetycznego neuralnych komorek macierzystych sprawia, ze linia HUCB-NSC
jest dobrym modelem badan nad neurotoksycznoscia rozwojowa [26, 27].

W pracy Buzanska i wsp. [26], ustaliliSmy optymalne warunki wzrostu i roznicowania
HUCB-NSC w dtugo- i krotkoterminowej hodowli HUCB-NSC. Badania prowadzono
w 2-wymiarowej hodowli adherentnej i przestrzennej 3-wymiarowej hodowli reprezen-
towanej przez neurosfery. W warunkach standaryzowanej hodowli przylegajace;j,
oszacowalismy tempo proliferacji i przezywalnos¢ komorek oraz ich zdolnos¢ do réznico-
wania. Wykazali§my, ze podczas réznicowania spontanicznego indukowanego jedynie
adhezja komodrek do podtoza (hodowla 2-wymiarowa, adherentna), komorki czesciej
uzyskuja fenotyp neuronalny (ok. 30 %) niz glejowy (astrocyty ok.10%, oligodendrocyty
ok.2%). Badali$my rowniez proliferacj¢ i zdolno$¢ do roznicowania komorek HUCB-
NSC rosnacych w neurosferach. Adhezja neurosfer do podtoza stymuluje spontaniczna
migracj¢ i réznicowanie komoérek HUCB-NSC. Proces ten moze by¢ kontrolowany
obecnoscig czynnikow wzrostowych (np. LIF/CNTF stymuluje proliferacjg komorek w
neurosferach), a takze sktadnikami macierzy zewnatrzkomorkowej (np. fibronektyna
hamuje zaro6wno proliferacje, jak i migracj¢ komorek) [26].

Procesem roznicowania HUCB-NSC mozemy sterowa¢ — w warunkach przylegania
do podtoza i w obecnos$ci neuromorfogendw podejmowane decyzje rozwojowe dotyczace
neuronalnego lub astocytalnego, czy oligodendroglialnego fenotypu zaleza od rodzaju
zastosowanego neuromorfogenu lub czynnika wzrostowego [27]. BadaliSmy wplyw
niektorych czynnikow wzrostowych i neuromorfogenow (PDGF-AA, PDGF-BB, RA,
T3, CNTF, cAMP) stosowanych w 10 ré6znych kombinacjach w standaryzowanej hodowli
na kierunkowe réznicowanie HUCB-NSC w komorki o charakterze neuronow, astrocytow
ioligodendrocytow. Wykazalismy, ze CNTF promuje réznicowanie w kierunku neuronow
(ok. 80% komorek B-TUBULINA III pozytywnych) (ryc. 2A), PDGF-BB + RA w
kierunku astrocytow (ok. 65% komorek S100[ pozytywnych) (ryc. 2B), natomiast PDGF-
AA + T3 w kierunku oligodendrocytow (ok.12% komoérek GAL C pozytywnych) (ryc.
2C) [27 oraz dane niepublikowane].

ANALIZA MOLEKULARNA MECHANIZMOW LEZ,ACYCH
U PODSTAW UTRZYMANIA ,,MACIERZYSTOSCI”
WYPROWADZONEJ LINIT HUCB-NSC

Analiza molekularna z zastosowaniem mikromacierzy DNA polegata na badaniu
profilu transkrypcyjnego komorek niezréznicowanych liniit HUCB-NSC i réznicowanych
pod wptywem dBcAMP (HUCB-NSC Differentiated — HUCB-NSCD) oraz populacji
referencyjnej komorek mononuklearnych izolowanych z krwi pgpowinowej w taki sam
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RYCINA 2. HUCB-NSC znakowane immunocytochemicznie przeciwciatami skierowanymi przeciwko
B-TUBULINIE IIT (A), S100B (B), GAL C (C), w komorkach rdéznicowanych przez 2 tygodnie
odpowiednio: w kierunku neuronéw (w obecnosci CNTF), astrocytow (w $rodowisku z PDGF +RA),
oraz oligodendrocytéw (w obecnosci T3). Niebieskie — jadra barwione Hoechst 33258, wskaznik
powigkszenia 50 pm. Zdjecia spod mikroskopu fluorescencyjnego. Szczegdty znakowania w ref. [27]

sposob, w jaki izolowano komorki linii HUCB-NSC (frakcja komorek CD 347, CD 45°) —
(HUCB-MC) [9].

Porownywalismy profil transkrypcyjny niezroznicowanych komorek HUCB-NSC i
wyjsciowych — CD 34(-) HUCB-MC. Wykazalismy, ze 93% gendw, okreslanych jako
typowe dla neuralnych, ludzkich komoérek macierzystych [35], ktére sa aktywne w
HUCB-NSC, nie podlega ekspresji w frakcji referencyjnej komérek mononuklearnych.
Swiadczy to o neuralnym charakterze linii HUCB-NSC.

Za utrzymywanie ,,macierzystosci”’, czyli zdolnosci do samoodnowy zaro6wno
komorek somatycznych, jak i embrionalnych odpowiedzialna jest aktywacja komor-
kowych szlakow przekazywania sygnatu, takich jak: WNT/BCATENINA [36] oraz
LIF/JAK/STAT [37, 35]. Neuralne komorki macierzyste charakteryzuja si¢ aktywacja
szlakow DELTA/NOTCH oraz FGFR1 [38]. W naszych badaniach, w niezréznico-
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wanych komoérkach HUCB-NSC wykazalismy wzmozong aktywnosc¢ szeregu genow
zwigzanych z wymienionymi drogami sygnatowymi. Dla szlaku inicjowanego sygnatem
liganda Lif sa to geny: LIFR, LIF, JAK oraz STAT. Aktywacja drogi WNT koreluje z
nadekspresja takich genow, jak: WNT, FRIZZLED, LPR, B-CATENINA,
CADHERYNA i TCF, natomiast o aktywacji szlaku DELTA/NOTCH $§wiadczy
zwigkszona ekspresja JAGGED2, NOTCH3, HEY] oraz PEN2. Neuralne ukierunko-
wanie niezréznicowanej frakcji komoérek HUCB-NSC jest zwigzane migdzy innymi ze
zwigkszong ekspresja gendw dla czynnikéw wzrostowych FGF, PDGF, NRGI oraz
ich receptoréw: FGFR1, FGFR3, PDGFR oraz ERBB2. Na szczego6la role w tym
procesie receptora FGFR1 wskazuje az 600-krotne zwigkszenie aktywnosci tego genu
w porownaniu z wyjsciowa frakcja mononuklearng komoérek krwi pgpowinowej [9].

ROZNICOWANIE HUCB-NSC W KOMORKI O CHARAKTERZE
FUNKCJONALNYCH NEURONOW

Analize molekularng przy uzyciu mikromacierzy DNA zastosowano rowniez do badania
ekspresji gendw w komorkach roznicowanych w obecno$ci dABcAMP [9]. Roznicowaniu
towarzyszy aktywacja genow zwiazanych z receptorami biatek G (GPR17), a takze wzrost
ekspresji genow specyficznych dla neurondéw, np. MAPT (biatko Tau), LXN (lateksyna),
CALB? (kalretynina), GAD 67 (dekarboksylaza kwasu glutaminowego 67), czy tez genow
kodujacych biatka zasocjowane z receptorem GABA,: GABARAPL3 i GABARAPLI,
co sugeruje gabaergiczny charakter roznicowania czg¢éci komérek HUCB-NSC. Analiza
immunocytochemiczna potwierdzila obecno$¢ biatek kodowanych przez te geny (ryc. 3).
Uwagg nalezy zwrdci¢ rowniez na wzrost ekspresji genow zwiazanych z przekaznictwem
synaptycznym: SV2a (synaptic vesicle 2a), SYNJI(synaptojanin 1), PCLO (piccolo)
oraz NPTXI(neuronal pentraxin) [9].

Badania elektofizjologiczne [28] prowadzone metoda ,patch clamp” wykazaty w
komorkach réznicowanych potencjat spoczynkowy wysokosci 50 mV oraz obecnos¢
potencjato-zaleznych pradow potasowych (Kir — inward rectifying potassium current
oraz I, — outward potassium current) (ryc. 4 a-¢). Prady te sa specyficznie i w
sposob odwracalny blokowane przez inhibitory Kiril, . : Kir byt inhibowany obecno$cia
jonéw Cs*, Ba*" i Cd*", natomiast I, antagonistami kanalow potasowych: TEA
(tetracthylammonium) lub 4-AP (4-aminopridine) (ryc. 4 c,e).

Wykazano rowniez aktywno$c receptorow dopaminergicznych, gabaergicznych,
glutamatergicznych i serotoninergicznych. W obecnosci kwasu kainowego, acetylo-
choliny (ACH), serotoniny (5-HT), glicyny, GABA i dopaminy (DA) Kir w r6znicowa-
nych komérkach HUCB-NSC byt znaczaco modyfikowany. Ekspresja tych receptorow
na poziomie biatka zostata potwierdzona immunocytochemicznie. Badania profilu
transkrypcyjnego roznicowanych HUCB-NSC przy zastosowaniu mikromacierzy DNA
wykazatly ekspresj¢ genow dla potencjato-zaleznych kanalow potasowych i sodowych,
jak rowniez niektorych typow receptorow: dla ACH, GABA, 5-HT, DA, glicyny czy
kwasu glutaminowego. Swiadczy to o funkcjonalnym réznicowaniu HUCB-NSC w
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RYCINA 3. HUCB-NSC réznicowane przez 2 tygodnie w obecno$ci dBcAMP. A — koekspresja biatka
TAU (czerwone) i B-TUB III (ziclona), B — koekspresja kalretyniny CALB (czerwona) i 3-TUB III
(zielona), C — ekspresja dekarboksylazy kwasu glutaminowego 67 (GAD 67), D — ekspresja biatka
zasocjowanego z receptorem GABAA1. Niebieskie — jadra barwione Hoechst 33258, wskaznik
powigkszenia 50 pm (A i B), 20 pm (C i D). Zdjgcia spod mikroskopu fluorescencyjnego. Szczegoty
znakowania w ref. [9]

komorki o charakterze neurondéw. Jednakze brak zapisu potencjatéw czynnosciowych,
jak réwniez brak ekspresji niektdrych receptorow (np. NMDA) wskazuja na to, ze
komorki HUCB-NSC réznicowane w obecno$ci dBcAMP maja cechy funkcjonalnego,
ale jeszcze niedojrzatego systemu neuronalnego [28, 27]. Obecnie prowadzone badania,
w ktorych HUCB-NSC réznicowane sa bezposrednio na powierzchni modyfikowane;j
do przeprowadzenia pomiarow elektrofizjologicznych (z wbudowanymi elektrodami),
wskazuja na mozliwos¢ uzyskania potencjatu czynnosciowego w komorkach HUCB-
NSC (dane niepublikowane).

PODSUMOWANIE

Komorki macierzyste wyizolowane z mononuklearnej frakeji ludzkiej krwi
pepowinowej mozna skutecznie réznicowaé w komorki o charakterze neurondw,
astrocytow i oligodendrocytow. Stabilna, nieimmortalizowana linia neuralnych komoérek
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RYCINA 4. Prady potencjato-zalezne Kir oraz 1, indukowane w komérkach HUCB-NSC przez skokowe
zmiany potencjatu od —140 do +50 mV (skok co 10 mV), potencjat spoczynkowy +50 mV. Badania
prowadzono metoda ,,patch clamp” w komorkach réznicowanych przez 2 tygodnie w obecnosci dABcAMP.
Prady te sa specyficznie i w sposob odwracalny blokowane przez inhibitory Kiri L ,: Kir byt inhibowany
obecnoscig jonéw Cs*, (B,C,D), natomiast L., antagonistami kanalow potasowych: TEA (tetraethylam-
monium) lub 4-AP (4-aminopridine) (E). Szczegdty metodyczne ref. [28]

macierzystych HUCB-NSC jest potencjalnym zrodtem komodrek somatycznych do badan
zwiazanych z terapia chorob neurodegeneracyjnych, jest rowniez dobrym modelem
do badan nad neurotoksyczno$cia rozwojowa.

Przedstawione dowody otrzymania neuralnych komorek macierzystych z ludzkiej
krwi pgpowinowej i wyprowadzenie stabilnej linii komorkowej HUCB-NSC sa pionier-
skie w dziedzinie badan komorek macierzystych.
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