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Streszczenie: Populacjê komórek macierzystych/progenitorów, maj¹cych zdolno�æ do ró¿nicowania siê w
komórki o charakterze neuronów, astrocytów i oligodendrocytów wyizolowano z frakcji mononuklearnej
ludzkiej  krwi pêpowinowej, pozbawionej komórek hematopoetycznych (CD 34-, CD 45-). Ekspansja tej
populacji, poprzez wielokrotne pasa¿owanie komórek nieprzylegaj¹cych w obecno�ci EGF, umo¿liwi³a
otrzymanie stabilnej, klonogennej linii neuralnych komórek macierzystych z ludzkiej krwi pêpowinowej
(HUCB-NSC), bez uprzedniej immortalizacji. Opracowano metody pozwalaj¹ce na utrzymanie w ho-
dowli linii  HUCB-NSC na ró¿nych etapach zaawansowania rozwojowego. Ustalono warunki in vitro
standaryzowanej hodowli dla HUCB-NSC, w których mo¿emy kierowaæ decyzjami rozwojowymi ko-
mórek  przy pomocy czynników wzrostowych, mitogenów lub neuromorfogenów. Analiza molekularna
(mikromacierze DNA) i immunocytochemiczna komórek niezró¿nicowanych HUCB-NSC wskazuje na
aktywacjê szlaków komórkowych WNT, DELTA/NOTCH oraz FGFR1. W obecno�ci dBcAMP HUCB-
NSC ró¿nicuj¹ siê g³ównie w kierunku neuronalnym (do 80%). W komórkach zró¿nicowanych wykazano
ekspresjê zarówno mRNA, jak i bia³ek receptorowych (dopaminergicznych, gabaergicznych, glutamater-
gicznych, serotoninergicznych i cholinergicznych) oraz zwi¹zanych z przeka�nictwem synaptycznym.
Badania elektrofizjologiczne wykaza³y obecno�æ w komórkach HUCB-NSC typowych dla neuronów
pr¹dów potencja³o-zale¿nych i receptorowych. Udowodniono, ¿e HUCB-NSC jest lini¹ neuralnych
komórek macierzystych, zdoln¹ do ro¿nicowania w komórki typowe dla OUN. Jest to pierwsze donie-
sienie dotycz¹ce otrzymania i ró¿nicowania funkcjonalnego w kierunku neuronalnym, nieimmortalizowa-
nej, somatycznej linii komórek macierzystych.
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Summary: The population of stem/progenitor cells was selected from human cord blood non-hematopo-
ietic (CD34 and CD45 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.

WSTÊP

Komórki macierzyste (Stem Cells, SC) maj¹ zdolno�æ do samoodnowy przez ci¹g³e
podzia³y (odpowiednikiem funkcjonalnym jest klonogenno�æ) oraz do ró¿nicowania siê
w dojrza³e komórki tkanek i narz¹dów. Na okre�lonych etapach rozwoju osobniczego
SC wykazuj¹ ró¿ny stopieñ ograniczenia potencja³u do dalszego ró¿nicowania,
pocz¹wszy od komórki totipotencjalnej, która mo¿e ró¿nicowaæ siê we wszystkie
pozosta³e komórki organizmu (jedynie zap³odniona  komórka jajowa i pierwsze komórki
potomne), poprzez pluri-, multi- oraz unipotencjalne.

Zarodkowe komórki macierzyste (Embryonic Stem Cells, ESC) mog¹ namna¿aæ
siê w hodowli in vitro logarytmicznie, w czasie nieograniczonym, zachowuj¹c
jednocze�nie swoj¹ pluripotentno�æ, to jest zdolno�æ do ró¿nicowania siê we wszystkie
(poza p³ciowymi) komórki organizmu [1]. Dziêki temu mo¿na otrzymaæ w krótkim
czasie du¿¹ ilo�æ komórek do zastosowania w terapii transplantacyjnej. Jednak¿e linie
komórkowe wyprowadzane z ESC wykazuj¹ cechy niestabilno�ci genetycznej i
epigenetycznej [2], co mo¿e byæ powodem ich sk³onno�ci do tworzenia guzów w
organizmach otrzymuj¹cych przeszczep komórkowy.

Te problemy natury biologicznej, a tak¿e zastrze¿enia natury etyczno-moralnej
zwi¹zane ze sposobem otrzymywania ESC sk³oni³y wielu badaczy do poszukiwania
alternatywnych �róde³ komórek macierzystych z jednej strony bezpiecznych onkolo-
gicznie, z drugiej strony podobnie jak ESC wykazuj¹cych zdolno�æ do ekspansji in
vitro. Specyficzne tkankowo, somatyczne komórki macierzyste (Somatic Stem Cells,
SSC) s¹ drugim �ród³em komórek macierzystych stosowanym w terapii transplanta-
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cyjnej i podobnie jak ESC wykazuj¹ zdolno�æ do strukturalnej i funkcjonalnej integracji
z tkank¹ biorcy przeszczepu, jednak¿e maj¹ ograniczon¹ zdolno�æ do podzia³ów i ekspansji
in vitro. Pocz¹tkowo uwa¿ano, ¿e SSC mog¹ ró¿nicowaæ siê jedynie w komórki tkanki,
z której pochodz¹. Badania ostatnich lat wykaza³y jednak, ¿e SSC s¹ multipotencjalne
nie tylko w obrêbie jednej tkanki, ale mog¹ tak¿e przekraczaæ bariery tkankowe i
ró¿nicowaæ siê w komórki pochodz¹ce z innych listków zarodkowych. Taka zdolno�æ
SSC t³umaczona jest zjawiskiem plastyczno�ci (przeprogramowania � transdyferencjacji
populacji ju¿ ukierunkowanych tkankowo komórek) i/lub transpotencji (wyj�ciowego
braku zaprogramowania � utrzymania autonomicznego, niezró¿nicowanego stanu
pluripotencjalno�ci czê�ci komórek wystêpuj¹cych w okre�lonej niszy tkankowej) [3].
Mechanizmy molekularne tych zjawisk nie s¹ do koñca poznane, choæ koncepcja �open
transcriptosom�, która zak³ada, ¿e wiêkszo�æ genów w komórkach macierzystych
jest utrzymywana w tzw. �stanie otwartym�, czyli z aktywacj¹ na niskim poziomie [4],
ma coraz wiêcej zwolenników. Podstaw¹ tej hipotezy by³o wykrycie, ¿e w niektórych
typach somatycznych komórek macierzystych (np. mezenchymalnych) ekspresji
podlegaj¹ wybrane transkrypty typowe dla ró¿nych listków zarodkowych [5, 6]. Z
drugiej strony istnieje coraz wiêcej dowodów na to, ¿e w dojrza³ych tkankach
somatycznych znajduj¹ siê pluripotencjalne komórki o charakterze ESC, których podzia³y
w warunkach in vivo s¹ skutecznie hamowane przez sygna³y p³yn¹ce z otaczaj¹cej
niszy tkankowej [7, 8]. W sprzyjaj¹cych warunkach in vitro, promuj¹cych aktywno�æ
proliferacyjn¹, takie �u�pione� pluripotencjalne komórki macierzyste izolowane z tkanki
somatycznej  mog³yby  podlegaæ pozytywnej selekcji [9,10,11].

Ukierunkowane tkankowo komórki macierzyste (równie¿ komórki prekursorowe
uk³adu nerwowego) zwykle, w hodowli in vitro,  po pewnej liczbie podzia³ów
nieodwracalnie przestaj¹ siê dzieliæ i spontanicznie ró¿nicuj¹ siê. Jedn¹ z przyczyn tego
zjawiska jest tzw. asymetria podzia³ów komórek macierzystych pochodz¹cych z tkanek
somatycznych [12]. Z pojedynczej komórki tego typu po podziale powstaje jedna
komórka macierzysta, która jest kopi¹ komórki matczynej i jedna komórka progeni-
torowa, czyli komórka macierzysta �ukierunkowana� ju¿ w dalszym rozwoju. O
podzia³ach lub dalszej specjalizacji komórki decyduj¹ sygna³y zarówno pochodzenia
wewn¹trzkomórkowego, jak i z otaczaj¹cego j¹ �rodowiska [13, 14, 15]. W niszach
mózgu jest to wystarczaj¹ce do utrzymania sta³ej puli komórek macierzystych, natomiast
in vitro, je�li nie zostan¹ zapewnione odpowiednie warunki do stymulacji podzia³ów
symetrycznych, przesuniêcie kinetyki podzia³ów komórkowych w stronê  podzia³ów
asymetrycznych prowadzi do starzenia siê i zamierania hodowli komórkowej. Dlatego
problemem wci¹¿ trudnym w przypadku SSC jest opracowanie metody nieograniczonego
namna¿ania tych komórek in vitro i mo¿liwo�æ wyprowadzenia, bez uprzedniego
unie�miertelniania, ustalonych linii komórkowych. Takie linie komórkowe s¹ niezwykle
potrzebne zarówno dla dalszych badañ podstawowych, jak i dla oczekiwanego
zastosowania terapeutycznego.

W pracy Bu¿añska i wsp. [9] dokumentujemy wyprowadzenie stabilnej, nietrans-
formowanej linii neuralnych komórek macierzystych z krwi pêpowinowej. Tym samym
dostarczamy dowodów na to, ¿e mo¿liwe jest w warunkach in vitro wyselekcjonowanie
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somatycznych komórek macierzystych, które mog¹ namna¿aæ siê w sposób nieograni-
czony (podobnie jak dziel¹ce siê symetrycznie embrionalne komórki macierzyste).
Podobn¹ stymulacjê do podzia³ów symetrycznych w hodowli in vitro uzyskano dla
somatycznych komórek macierzystych izolowanych z mózgów p³odowych szczura i
cz³owieka [10]. Co wiêcej, Conti i wsp. [10] zastosowali protoko³ do�wiadczalny podobny
do naszego w kontek�cie zarówno sposobu izolacji komórek zdolnych do podzia³ów
symetrycznych, jak i metody utrzymywania w hodowli komórek proliferuj¹cych.

Ludzkie neuralne komórki macierzyste (Human Neural Stem Cells � hNSC) mo¿na
otrzymywaæ in vitro z hodowli ESC [16, 17] i z mózgowych tkanek somatycznych
(p³odowych � [18] i doros³ego cz³owieka � [19]), ale równie¿ ze szpiku kostnego [20,
21, 7] i skóry cz³owieka [22]. Praca podjêta przez nasz Zespó³ i realizowana od 2000
roku we wspó³pracy z Zak³adem Hematologii Do�wiadczalnej Instytutu Onkologii w
Warszawie udowodni³a, ¿e �ród³em neuralnych komórek macierzystych mo¿e byæ
równie¿ ludzka krew pêpowinowa [23]. Badania te, wówczas pionierskie, zosta³y
przedstawione na Konferencji ISN/ASN (International Society of Neuroscience/
American Society of Neuroscience) w sierpniu 2001 roku w Buenos Aires [24].
Podobne wyniki rónolegle otrzyma³ zespó³ pracuj¹cy w Tampie (Floryda) [25].

Niniejsza praca stanowi przegl¹d wyników prezentowanych w cytowanych publika-
cjach [9, 23, 26, 27, 28]  i dotyczy nastêpuj¹cych zagadnieñ:
• otrzymywanie progenitorów neuralnych z ludzkiej krwi pêpowinowej i dowody na

ich zdolno�æ do wielokierunkowego ró¿nicowania siê w komórki o charakterze
neuronów, astrocytów i oligodendrocytów [23];

• wyprowadzenie stabilnie ukierunkowanej linii neuralnych komórek macierzystych
(Human Umbilical Cord Blood � Neural Stem Cells: HUCB-NSC) z progeni-
torów pochodz¹cych z krwi pêpowinowej [9];

• standaryzacja wzrostu i ró¿nicowania HUCB-NSC: opracowanie metod hodowli in
vitro umo¿liwiaj¹cych utrzymywanie HUCB-NSC na ró¿nych etapach zaawansowa-
nia rozwojowego (od niezró¿nicowanych, poprzez ukierunkowane progenitory neural-
ne o zawê¿onym spektrum rozwojowym, do komórek zró¿nicowanych) [26,27];

• analiza molekularna mechanizmów le¿¹cych u podstaw utrzymania �macierzysto-
�ci� wyprowadzonej linii HUCB-NSC [9];

• ró¿nicowanie HUCB-NSC w komórki o charakterze funkcjonalnych neuronów: dowo-
dy na podstawie badañ molekularnych (mikromacierze DNA), immunocytochemicz-
nych (ekspresja bia³ek) oraz elektrofizjologicznych (metoda �patch clamp�) [9, 27, 28].

OTRZYMYWANIE PROGENITORÓW NEURALNYCH
Z LUDZKIEJ KRWI PÊPOWINOWEJ

Nasze badania udowodni³y, ¿e ludzka krew pêpowinowa mo¿e byæ �ród³em komórek
macierzystych, które pod wp³ywem odpowiednich warunków �rodowiska (obecno�æ
surowicy i stymulacja neuromorfogenami) mog¹ ró¿nicowaæ siê w komórki o charakterze
neuronów, astrocytów i oligodendrocytów [23].
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Za³o¿eniem wyj�ciowym do przeprowadzanych do�wiadczeñ by³o uzyskanie frakcji
mononuklearnej krwi pêpowinowej zawieraj¹cej komórki klonogenne o mo¿liwie najni¿szym
stopniu ograniczenia potencjalu do ró¿nicowania. W tym celu przeprowadzono
immunodeplecjê (metod¹ sortowania magnetycznego) komórek macierzystych ju¿
ukierunkowanych hematopoetycznie (CD34+), a nastêpnie przez 6 tygodni stabilizowano
hodowlê w obecno�ci 10% surowicy. Otrzymana jednowarstwowo rosn¹ca hodowla komórek
mononuklearnych by³a CD34(-), CD45(-), tj. negatywna odpowiednio pod wzglêdem
powierzchniowych markerów hematopoetycznych i endotelialnych. Dalsza selekcja polega³a
na zmianie warunków hodowli w kierunku stymulacji do podzia³ów tej czê�ci komórek,
która jest wra¿liwych na czynnik wzrostowy EGF (Epidermal Growth Factor).
Wcze�niejsze prace [19] wykaza³y, ¿e EGF specyficznie stymuluje do podzia³ów neuralne
komórki macierzyste izolowane z OUN (O�rodkowego Uk³adu Nerwowego). Wybór  do
dalszej selekcji i propagacji w hodowli komórek nieprzylegaj¹cych by³ równie¿ nieprzy-
padkowy. Za³o¿eniem by³o, ¿e s¹ to komórki niezró¿nicowane, wra¿liwe na EGF i o du¿ej
zdolno�ci proliferacyjnej. Doprowadzi³o to do skutecznego wyizolowania frakcji namna¿a-
j¹cych siê komórek o charakterze neuralnych komórek macierzystych. Komórki te wykazy-
wa³y zdolno�æ do tworzenia klonów, pozytywnych pod wzglêdem ekspresji nestyny (zarówno
na poziomie bia³ka, jak i RNA) � typowego markera dla neuralnych komórek macierzystych.
Co wiêcej, w obrêbie tego samego klonu zidentyfikowano immunocytochemicznie komórki
ró¿nicuj¹ce siê do trzech ró¿nych fenotypów neuralnych (neuronów, astrocytów i oligodendro-
cytów), co �wiadczy o multipotencjalnym charakterze izolowanych komórek. Zastosowanie
kwasu retinowego (RA) z BDNF (brain derived neurotrophic factor) lub tylko RA,
powoduje ró¿nicowanie wyizolowanej frakcji komórek macierzystych krwi pêpowinowej
w komórki o charakterze neuronów (35%), astrocytów (30%) i oligodendrocytów (10%).
Stymulacja do ró¿nicowania neuralnego jest jeszcze bardziej skuteczna w obecno�ci
czynników typowych dla niszy neurogennej w mózgu ni¿ sama obecno�æ badanych
czynników wzrostowych. Udowodniono to w do�wiadczeniach, w których komórki
macierzyste z krwi pêpowinowej znakowano pochodnymi chlorometylowymi dwuoctanu
fluoresceiny (Molecular Probs) i hodowano w ko-kulturze z komórkami izolowanymi z
kory mózgu szczura. Spowodowalo to ok.10% wzrost zdolno�ci do ró¿nicowania zarówno
w kierunku neuronalnym, jak i w kierunku astrocytalnym.

WYPROWADZENIE LINII HUCB-NSC Z PROGENITORÓW
POCHODZ¥CYCH Z KRWI PÊPOWINOWEJ

Stabilna linia komórkowa neuralnych komórek macierzystych wywodz¹cych siê z
krwi pêpowinowej HUCB-NSC (Human Umbilical Cord Blood � Neural Stem Cells)
zosta³a otrzymana bez uprzedniego unie�miertelniania komórek [9]. Sta³o siê to mo¿liwe,
dziêki zastosowaniu metody hodowli in vitro przez selekcjê komórek niezró¿nicowanych
(klonogennych, nieprzylegaj¹cych) i ich propagacjê � wielokrotne pasa¿owanie w
obecno�ci mitogennego czynnika wzrostowego EGF, promuj¹cego prze¿ycie komórek
ukierunkowanych neuralnie [19]. Ustabilizowanie linii jako neuralnej linii komórek
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macierzystych nast¹pi³o po jej przej�ciowej hodowli w warunkach bez surowicy w
obecno�ci czynników wzrostowych EGF, bFGF (basic fibroblast growth factor) i
LIF (leukemia inhibitory factor). Umo¿liwi³o to jednoczesn¹ selekcjê komórek
ukierunkowanych neuralnie i ich stymulacjê do proliferacji. Badania immunocyto-
chemiczne i molekularne wykaza³y,  ¿e komórki tak wyprowadzonej linii, po zastosowaniu
neuromorfogenów (np. dBcAMP) [9] lub niektórych czynników wzrostowych (np.
CNTF � ciliary neurotrophic factor ) [27] mog¹ siê ró¿nicowaæ do fenotypów neural-
nych w ok. 80% badanej populacji, co potwierdza neutralny charakter tej linii.

Linia HUCB-NSC utrzymywana jest ju¿ ponad cztery lata w ci¹g³ej hodowli (60.
pasa¿). Wykazano, ¿e komórki HUCB-NSC maj¹ prawid³owy ludzki kariotyp (46xy) i
s¹ wysoce klonogenne (wydajno�æ 10%), co pozwoli³o na otrzymanie klonalnych podlinii.
W celu ustalenia, czy linia komórkowa jest stabilna i czy spe³nia cechy linii neuralnych
komórek macierzystych, porównywano dane dotycz¹ce kinetyki wzrostu, klonogenno�ci,
stabilno�ci kariotypu i potencja³u do ró¿nicowania pomiêdzy wczesnymi (<10) i pó�nymi
(>25, obecnie w pasa¿u 42.) pasa¿ami linii podczas prawie trzech lat ci¹g³ej hodowli.
Wyniki wykaza³y brak ró¿nic statystycznych pomiêdzy porównywanymi pasa¿ami
udowadniaj¹c, ¿e linia jest stabilna i spe³nia cechy linii neuralnych komórek macie-
rzystych. Stabilno�æ kariotypu, brak zwiêkszonej ekspresji typowych onkogenów (np.
myc, ras), inhibicja kontaktowa w warunkach hodowli konfluentnej, a tak¿e brak
tworzenia guzów nowotworowych po przeszczepie HUCB-NSC do myszy NOD/SCID
(non-obese diabetic (NOD)/severely combined-immunodeficient (SCID), pozbawio-
nej odporno�ci immunologicznej, pozwalaj¹ s¹dziæ, ¿e nie jest to linia transformowana
[9 oraz dane niepublikowane].

Propagacja hodowli komórek HUCB-NSC prowadzona jest w trzech ró¿nych
warunkach:

1) bez surowicy w obecno�ci czynników LIF, EGF i bFGF � hodowla niezró¿nico-
wanych, nieprzylegaj¹cych komórek w formie lu�no p³ywaj¹cych nieregularnych lub
typowych regularnych agregatów okre�lanych jako �neurosfery� (ryc. 1 A, B),

2) w po¿ywce z nisk¹ zawarto�ci¹ surowicy (2%), wzbogacon¹ ITS (insulin/
transferin/selenium), bez dodatkowych czynników wzrostowych � hodowla mieszana:
komórek p³ywaj¹cych (niezró¿nicowanych) i przylegaj¹cych do pod³o¿a ukierunko-
wanych progenitorów oraz (ryc. 1 C),

3) w obecno�ci 10% surowicy z dodatkiem mitogenów EGF i bFGF � hodowla
komórek tylko przylegaj¹cych, ale ci¹gle proliferuj¹cych zaawansowanych progenitorów
neuralnych (ryc. 1 D).

Badali�my ekspresjê okre�lonych bia³ek typowych dla komórek rozwijaj¹cego siê i
dojrza³ego OUN w ró¿nych warunkach hodowli, stosuj¹c metodê znakowania
immunocytochemicznego. W komórkach niezró¿nicowanych HUCB-NSC, hodowa-
nych bez surowicy wysokiej ekspresji podlegaj¹ bia³ka typowe dla neuralnych komórek
macierzystych, takie jak: nestyna (ok. 90%), GFAP (glial fibrillary acidic protein,
ok. 40%) oraz neurofilament NF-200 (ok. 20%). Struktura w³óknista, typowa dla tych
bia³ek nie by³a widoczna. Bia³ka typowe dla komórek zaawansowanych w ró¿nicowaniu
neuralnym (β-TUBULINA III, MAP2 � microtubul associated protein 2 dla neuronów,
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RYCINA 1. Stadia rozwojowe HUCB-NSC podczas ró¿nicowania w kierunku linii neuralnych. A�D:
kontrast fazowy, wska�nik powiêkszenia: 100 µm. A � neurosfery w hodowli niezró¿nicowanych  HUCB-
NSC � nisza utrzymuj¹ca komórki w �u�pieniu� (przej�ciowy stan G0),  w  �rodowisku  bez surowicy;
B � samoodnawiaj¹ce siê, nieadherentne HUCB-NSC stymulowane do podzia³ów w �rodowisku bez
surowicy z dodatkiem mitogenów (EGF i bFGF); C � hodowla mieszana: komórek p³ywaj¹cych
(niezró¿nicowanych) i przylegaj¹cych do pod³o¿a ukierunkowanych progenitorów w �rodowisku z
nisk¹ zawarto�ci¹ surowicy (2%), bez dodatkowych czynników wzrostowych; D � hodowla komórek
tylko przylegaj¹cych, ale maj¹cych zdolno�æ do proliferacji zaawansowanych progenitorów neuralnych
(przej�ciowa faza G0, w obecno�ci 10% surowicy z dodatkiem mitogenów EGF i bFGF);  E �
immunodetekcja (metoda znakowania ref. [26]): β-TUBULINY III, w komórkach o charakterze neuronów
(NU), GFAP w komórkach o charakterze astrocytów (AS) oraz GAL C w komórkach o charakterze
oligodendrocytów (OL), niebieskie � j¹dra barwione Hoechst 33258. Komórki ró¿nicowane przez dwa
tygodnie w 2% surowicy z dodatkiem neuromorfogenów, nie proliferuj¹, s¹ w koñcowej fazie G0. Wska�nik
powiêkszenia 50 µm. Komórki macierzyste proliferuj¹ce lub bêd¹ce w przej�ciowej fazie G0 nie wchodz¹
na �cie¿kê apoptozy

S100β dla astrocytów, GAL C � galaktocerebrozyd C dla oligodendrocytów) w
warunkach hodowli niezró¿nicowanej nie podlegaj¹ ekspresji. W komórkach adhe-
rentnych, hodowanych w obecno�ci 2% surowicy zarówno ekspresja, jak i organizacja
strukturalna tych bia³ek zmieni³a siê: dla nestyny i GFAP poziom ekspresji spada
odpowiednio do 15% i 23% komórek w populacji, w przypadku NF200 zwiêksza siê do
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ok. 30%, przy czym wszystkie te bia³ka, w tej fazie ró¿nicowania, wystêpuj¹ ju¿ w
formie spolimeryzowanej. Wynik ten t³umaczymy stopniowym ukierunkowaniem
progenitorów neuralnych, jakimi s¹ komórki przylegaj¹ce HUCB-NSC. £¹czy siê to
ze stopniow¹ utrat¹ ekspresji wczesnych markerów dla neuralnych komórek macierzys-
tych, do których nale¿¹ nestyna i GFAP, z jednoczesnym zwiêkszeniem ekspresji bia³ek
charakterystycznych dla neuronów, takich jak NF-200. Równocze�nie we frakcji
przylegaj¹cej komórek HUCB-NSC, hodowanych w po¿ywce z nisk¹ zawarto�ci¹
surowicy, pojawia siê ekspresja β-TUBULINY III, S100β i galaktozy-cerebrozydu �
GAL C, co �wiadczy o stymulacji do ró¿nicowania tej hodowli we wszystkie trzy linie
typowe dla OUN. Na uwagê zas³uguje pozornie nietypowa ekspresja GFAP � bia³ka
charakterystycznego dla zró¿nicowanych astrocytów, w niezró¿nico-wanych,
nieadherentnych HUCB-NSC. Badania prowadzone w wielu laboratoriach wykaza³y,
¿e bia³ko to podlega ekspresji równie¿ w neuralnych komórkach macierzys-tych, ale
tylko pochodzenia ludzkiego [30, 10].

 HUCB-NSC hodowane w wysokim stê¿eniu surowicy, bez mitogenów lub w po¿ywce
z ma³¹ zawarto�ci¹ surowicy, ale w obecno�ci neuromorfogenów zmieniaj¹ fenotyp na
bardziej przypominaj¹cy komórki o charakterze neuronów, astrocytów czy oligoden-
drocytow zarówno morfologicznie, jak i pod wzglêdem ekspresji bia³ek. �wiadczy to o
znacz¹cym wp³ywie warunków hodowli i zwi¹zan¹ z tym dostêpno�ci¹ czynników
epigenetycznych na ró¿nicowanie HUCB-NSC.

W innej pracy [31] wykazali�my równie¿ wp³yw czynników genetycznych na zdolno�æ
do ró¿nicowania HUCB-NSC. Podobnie jak w przypadku ludzkich transformowanych
komórek macierzystych linii DEV [32], podejmowanie decyzji rozwojowej o sposobie
ró¿nicowania zale¿y m.in. od ekspresji czynników transkrypcyjnych typu bHLH (basic
helix loop helix). Ró¿nicowanie w kierunku neuronów komórek linii HUCB-NSC
hamowane jest obecno�ci¹ b¹d� endogennego, b¹d� dostarczonego drog¹ transfekcji
czynnika ID1 (inhibuj¹cego  czynniki  proneuralne, takie  jak  neurogeniny  lub  neuroD),
a rozmieszczenie wewn¹trzkomórkowe bia³ka ID1 (j¹dro lub cytoplazma) mo¿e byæ
wska�nikiem stanu macierzysto�ci komórek HUCB-NSC.

STANDARYZACJA WZROSTU I RÓ¯NICOWANIA HUCB-NSC

Stabilna linia HUCB-NSC zarówno stanowi ³atwo dostêpne �ród³o neuralnych
komórek macierzystych, jak równie¿ umo¿liwia standaryzacjê uk³adów eksperymen-
talnych do badañ in vitro. Co wiêcej, wykazali�my [26, 8, 9], ¿e HUCB-NSC mog¹
byæ hodowane jako warstwa przylegaj¹cych do pod³o¿a komórek (ryc.1 C,D) lub jako
przestrzenne, p³ywaj¹ce konglomeraty niezró¿nicowanych komórek o charakterze
neurosfer (ryc. 1 A). �Neurosfery� s¹ to struktury typowe dla hodowli neuralnych
komórek macierzystych zarówno somatycznych (izolowanych z mózgu p³odu lub mózgu
doros³ego osobnika [33]), jak i zarodkowych (wyprowadzanych z blastocysty rozwija-
j¹cego siê zarodka [34]). Zdolno�æ HUCB-NSC do tworzenia �neurosfer� potwierdza
neuralny charakter wyprowadzonej przez nas linii komórkowej.
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Opracowali�my metody umo¿liwiaj¹ce utrzymywanie komórek linii HUCB-NSC w
hodowli in vitro, na ró¿nych etapach rozwoju, które odzwierciedlaj¹ hierarchiê ich
wzrostu i ró¿nicowania: od niezró¿nicowanych, poprzez progenitory neuralne o
zawê¿onym spektrum rozwojowym, do komórek zró¿nicowanych [26] (ryc. 1). Mo¿li-
wo�æ izolacji frakcji komórek HUCB-NSC odzwierciedlaj¹cej okre�lony etap rozwoju
ontogenetycznego neuralnych komórek macierzystych sprawia, ¿e linia HUCB-NSC
jest dobrym modelem badañ nad neurotoksyczno�ci¹ rozwojow¹ [26, 27].

W pracy Bu¿añska i wsp. [26], ustalili�my optymalne warunki wzrostu i ró¿nicowania
HUCB-NSC w d³ugo- i krótkoterminowej hodowli HUCB-NSC. Badania prowadzono
w 2-wymiarowej hodowli adherentnej i przestrzennej 3-wymiarowej hodowli reprezen-
towanej przez neurosfery. W warunkach standaryzowanej hodowli przylegaj¹cej,
oszacowali�my tempo proliferacji i prze¿ywalno�æ komórek oraz ich zdolno�æ do ró¿nico-
wania. Wykazali�my, ¿e podczas ró¿nicowania spontanicznego indukowanego jedynie
adhezj¹ komórek do pod³o¿a (hodowla 2-wymiarowa, adherentna), komórki czê�ciej
uzyskuj¹ fenotyp neuronalny (ok. 30 %) ni¿ glejowy (astrocyty ok.10%, oligodendrocyty
ok.2%).  Badali�my równie¿ proliferacjê i zdolno�æ do ró¿nicowania komórek HUCB-
NSC rosn¹cych w neurosferach. Adhezja neurosfer do pod³o¿a stymuluje spontaniczn¹
migracjê i ró¿nicowanie komórek HUCB-NSC. Proces ten mo¿e byæ kontrolowany
obecno�ci¹ czynników wzrostowych (np. LIF/CNTF stymuluje proliferacjê komórek w
neurosferach), a tak¿e sk³adnikami macierzy zewn¹trzkomórkowej (np. fibronektyna
hamuje zarówno proliferacjê, jak i migracjê komórek) [26].

Procesem ró¿nicowania HUCB-NSC mo¿emy sterowaæ � w warunkach przylegania
do pod³o¿a i w obecno�ci neuromorfogenów podejmowane decyzje rozwojowe dotycz¹ce
neuronalnego lub astocytalnego, czy oligodendroglialnego fenotypu zale¿¹ od rodzaju
zastosowanego neuromorfogenu lub czynnika wzrostowego [27]. Badali�my wp³yw
niektórych czynników wzrostowych i neuromorfogenów (PDGF-AA, PDGF-BB, RA,
T3, CNTF, cAMP) stosowanych w 10 ró¿nych  kombinacjach w standaryzowanej hodowli
na kierunkowe ró¿nicowanie HUCB-NSC w komórki o charakterze neuronów, astrocytów
i oligodendrocytów. Wykazali�my, ¿e CNTF promuje ró¿nicowanie w kierunku neuronów
(ok. 80% komórek β-TUBULINA III pozytywnych) (ryc. 2A), PDGF-BB + RA w
kierunku astrocytów (ok. 65% komórek S100β pozytywnych) (ryc. 2B), natomiast PDGF-
AA + T3 w kierunku oligodendrocytów (ok.12% komórek GAL C pozytywnych) (ryc.
2C) [27 oraz dane niepublikowane].

ANALIZA MOLEKULARNA MECHANIZMÓW LE¯¥CYCH
U PODSTAW UTRZYMANIA �MACIERZYSTO�CI�

WYPROWADZONEJ LINII HUCB-NSC

Analiza molekularna z zastosowaniem mikromacierzy DNA polega³a na badaniu
profilu transkrypcyjnego komórek niezró¿nicowanych linii HUCB-NSC i ró¿nicowanych
pod wp³ywem dBcAMP (HUCB-NSC Differentiated � HUCB-NSCD) oraz populacji
referencyjnej komórek mononuklearnych izolowanych z krwi pêpowinowej w taki sam
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RYCINA 2. HUCB-NSC znakowane immunocytochemicznie przeciwcia³ami skierowanymi przeciwko
β-TUBULINIE III (A), S100β (B), GAL C (C), w komórkach ró¿nicowanych przez 2 tygodnie
odpowiednio: w kierunku neuronów (w obecno�ci CNTF), astrocytów (w �rodowisku z PDGF +RA),
oraz oligodendrocytów (w obecno�ci T3). Niebieskie � j¹dra barwione Hoechst 33258, wska�nik
powiêkszenia 50 µm. Zdjêcia spod mikroskopu fluorescencyjnego. Szczegó³y znakowania w ref. [27]

sposób, w jaki izolowano komórki linii HUCB-NSC (frakcja komórek CD 34-, CD 45-) �
(HUCB-MC) [9].

Porównywali�my profil transkrypcyjny niezró¿nicowanych komórek HUCB-NSC i
wyj�ciowych � CD 34(-) HUCB-MC.  Wykazali�my, ¿e 93% genów, okre�lanych jako
typowe dla neuralnych, ludzkich komórek macierzystych [35], które s¹ aktywne w
HUCB-NSC, nie podlega ekspresji w frakcji referencyjnej komórek mononuklearnych.
�wiadczy to o neuralnym charakterze linii HUCB-NSC.

Za utrzymywanie �macierzysto�ci�, czyli zdolno�ci do samoodnowy zarówno
komórek somatycznych, jak i embrionalnych odpowiedzialna jest aktywacja komór-
kowych szlaków przekazywania sygna³u, takich jak: WNT/βCATENINA [36] oraz
LIF/JAK/STAT [37, 35]. Neuralne komórki macierzyste charakteryzuj¹  siê aktywacj¹
szlaków DELTA/NOTCH oraz FGFR1 [38]. W naszych badaniach, w niezró¿nico-
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wanych komórkach HUCB-NSC wykazali�my wzmo¿on¹  aktywno�æ szeregu genów
zwi¹zanych z wymienionymi drogami sygna³owymi. Dla szlaku inicjowanego sygna³em
liganda Lif s¹ to geny: LIFR, LIF, JAK oraz STAT. Aktywacja drogi  WNT  koreluje z
nadekspresj¹  takich  genów,  jak:  WNT,  FRIZZLED,  LPR, β-CATENINA,
CADHERYNA i TCF, natomiast o aktywacji szlaku DELTA/NOTCH �wiadczy
zwiêkszona ekspresja JAGGED2, NOTCH3, HEY1 oraz PEN2. Neuralne ukierunko-
wanie niezró¿nicowanej frakcji komórek HUCB-NSC jest zwi¹zane miêdzy innymi ze
zwiêkszon¹ ekspresj¹ genów dla czynników wzrostowych FGF, PDGF, NRG1 oraz
ich receptorów: FGFR1, FGFR3, PDGFR oraz ERBB2. Na szczegól¹ rolê w tym
procesie receptora FGFR1 wskazuje a¿ 600-krotne zwiêkszenie aktywno�ci tego genu
w porównaniu z wyj�ciow¹ frakcj¹ mononuklearn¹ komórek krwi pêpowinowej [9].

RÓ¯NICOWANIE HUCB-NSC W KOMÓRKI O CHARAKTERZE
FUNKCJONALNYCH NEURONÓW

Analizê molekularn¹ przy u¿yciu mikromacierzy DNA zastosowano równie¿ do badania
ekspresji genów w komórkach ró¿nicowanych w obecno�ci dBcAMP [9].  Ró¿nicowaniu
towarzyszy aktywacja genów zwi¹zanych z receptorami bia³ek G (GPR17), a tak¿e wzrost
ekspresji genów specyficznych dla neuronów, np. MAPT (bia³ko Tau), LXN (lateksyna),
CALB2 (kalretynina), GAD 67 (dekarboksylaza kwasu glutaminowego 67), czy te¿ genów
koduj¹cych bia³ka zasocjowane z receptorem GABA

A
: GABARAPL3 i GABARAPL1,

co sugeruje gabaergiczny charakter ró¿nicowania czê�ci komórek HUCB-NSC. Analiza
immunocytochemiczna potwierdzi³a obecno�æ bia³ek kodowanych przez te geny (ryc. 3).
Uwagê nale¿y zwróciæ równie¿ na wzrost ekspresji genów zwi¹zanych z przeka�nictwem
synaptycznym: SV2a (synaptic vesicle 2a), SYNJ1(synaptojanin 1), PCLO (piccolo)
oraz NPTX1(neuronal pentraxin) [9].

Badania elektofizjologiczne [28]  prowadzone metod¹  �patch clamp� wykaza³y w
komórkach ró¿nicowanych potencja³ spoczynkowy wysoko�ci 50 mV oraz obecno�æ
potencja³o-zale¿nych pr¹dów potasowych (Kir � inward rectifying potassium current
oraz I

K+
 � outward potassium current) (ryc. 4 a-e). Pr¹dy te s¹ specyficznie i w

sposób odwracalny blokowane przez inhibitory  Kir i I
K+

: Kir by³ inhibowany obecno�ci¹
jonów Cs+, Ba2+ i Cd2+, natomiast I

K+
 antagonistami kana³ów potasowych: TEA

(tetraethylammonium) lub 4-AP (4-aminopridine) (ryc. 4 c,e).
Wykazano równie¿ aktywno�c receptorów dopaminergicznych, gabaergicznych,

glutamatergicznych i serotoninergicznych. W obecno�ci kwasu kainowego, acetylo-
choliny (ACH), serotoniny (5-HT), glicyny, GABA i dopaminy (DA) Kir w ró¿nicowa-
nych komórkach HUCB-NSC by³ znacz¹co modyfikowany. Ekspresja tych receptorów
na poziomie bia³ka zosta³a potwierdzona immunocytochemicznie. Badania profilu
transkrypcyjnego ró¿nicowanych HUCB-NSC przy zastosowaniu mikromacierzy DNA
wykaza³y ekspresjê genów dla potencja³o-zale¿nych kana³ów potasowych i sodowych,
jak równie¿ niektórych typów receptorów:  dla ACH, GABA, 5-HT, DA, glicyny  czy
kwasu glutaminowego. �wiadczy to o funkcjonalnym ró¿nicowaniu HUCB-NSC w
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komórki o charakterze neuronów. Jednak¿e brak zapisu potencja³ów czynno�ciowych,
jak równie¿ brak ekspresji niektórych receptorów (np. NMDA) wskazuj¹ na to, ¿e
komórki HUCB-NSC ró¿nicowane w obecno�ci dBcAMP maj¹ cechy funkcjonalnego,
ale jeszcze niedojrza³ego systemu neuronalnego [28, 27]. Obecnie prowadzone badania,
w których HUCB-NSC ró¿nicowane s¹ bezpo�rednio na powierzchni modyfikowanej
do przeprowadzenia pomiarów elektrofizjologicznych (z wbudowanymi elektrodami),
wskazuj¹ na  mo¿liwo�æ uzyskania potencja³u czynno�ciowego w  komórkach HUCB-
NSC (dane niepublikowane).

PODSUMOWANIE

Komórki macierzyste wyizolowane z mononuklearnej frakcji ludzkiej krwi
pêpowinowej mo¿na skutecznie ró¿nicowaæ w komórki o charakterze neuronów,
astrocytów i oligodendrocytów. Stabilna, nieimmortalizowana linia neuralnych komórek

RYCINA 3. HUCB-NSC róznicowane przez 2 tygodnie w obecno�ci dBcAMP. A � koekspresja bia³ka
TAU (czerwone) i β-TUB III (zielona), B � koekspresja kalretyniny CALB (czerwona) i β-TUB III
(zielona), C � ekspresja dekarboksylazy kwasu glutaminowego 67 (GAD 67), D � ekspresja bia³ka
zasocjowanego z receptorem GABAA1. Niebieskie � j¹dra barwione Hoechst 33258, wska�nik
powiêkszenia 50 µm (A i B), 20 µm (C i D). Zdjêcia spod mikroskopu fluorescencyjnego. Szczegó³y
znakowania w ref. [9]
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macierzystych HUCB-NSC jest potencjalnym �ród³em komórek somatycznych do badañ
zwi¹zanych z terapi¹ chorób neurodegeneracyjnych,  jest równie¿ dobrym modelem
do badañ nad neurotoksyczno�ci¹ rozwojow¹.

Przedstawione  dowody otrzymania neuralnych komórek macierzystych z ludzkiej
krwi pêpowinowej i wyprowadzenie stabilnej linii komórkowej HUCB-NSC s¹ pionier-
skie w dziedzinie badañ komórek macierzystych.

RYCINA 4. Pr¹dy potencja³o-zale¿ne Kir oraz I
K+, 

indukowane w komórkach HUCB-NSC przez skokowe
zmiany potencja³u od �140 do +50 mV (skok co 10 mV), potencja³ spoczynkowy  +50 mV. Badania
prowadzono metod¹ �patch clamp� w komórkach ró¿nicowanych przez 2 tygodnie w obecno�ci dBcAMP.
Pr¹dy te s¹ specyficznie i w sposób odwracalny blokowane przez inhibitory  Kir i I

K+
: Kir by³ inhibowany

obecno�ci¹ jonów Cs+, (B,C,D), natomiast I
K+

 antagonistami kana³ów potasowych: TEA (tetraethylam-
monium) lub 4-AP (4-aminopridine) (E). Szczegó³y metodyczne ref. [28]
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