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SKROTY UZYWANE W PRACY

AAS

AFM
Akt
ANOVA
bFGF

B27
BDNF

BMP

CamKlI
CD

CK1
cMyc
CNTF

Cx43
dBcAMP

DIV
Dkk1

DIl-1
DMEM/F12

ECM
EGF
ESC
FBS

- zestaw antybiotykow do hodowli komodrkowej (ang. Antibiotic
Antimycotic Solution)

- mikroskop sit atomowych (ang. Atomic Force Microscope)
- kinaza serynowo-treoninowa (ang. serine-threonine kinase)
- analiza wariancji (ang. analysis of variance)

- zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw, inaczej FGF2 (ang. Basic
Fibroblast Growth Factor)

- suplement dodawany do pozywki hodowlanej

- neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego (ang. Brain Derived
Neurotrophic Factor)

- Rodzina biatek morfogenetycznych kosci (ang. Bone Morphogenetic
Protein)

- kalmodulino-zalezna kinaza biatkowa Il

- antygen powierzchniowy charakterystyczny dla okreslonego typu
komoérek (ang. Cell Determinant)

- kinaza kazeinowa 1 (ang. Casein Kinase 1)
gen regulatorowy kodujgcy czynnik transkrypcyjny, onkogen

- czynnik neurotroficzny pochodzenia rzeskowego (ang. Ciliary
Neurotrophic Factor)

- koneksyna 43

- dwumaslan cyklicznego AMP, drugorzedowy przekaznik sygnatu
wewnatrzkomoérkowego (ang. Dibutyryl cyclic AdenozynoMono
Phosphoran)

- dni hodowli in vitro (ang. Days In Vitro)

- biatko sekrecyjne, antagonista Sciezki Wnt (ang. Dickkopf-related
protein 1)

- ligand receptora Notch (ang. Delta-like 1)

- pozywka hodowlana (ang. Dulbecco/Vogt Modlified Eagle's Minimal
Essential Medium)

- macierz zewngatrzkomérkowa (ang. Extracellular Matrix )
- naskérkowy czynnik wzrostu (ang. Epithelial Growth Factor)
- zarodkowe komorki macierzyste (ang. Embryonic Stem Cells)

- bydleca surowica ptodowa (ang. Fetal Bovine Serum)



FGFR1

FITC
FN
GO
GalC

GFAP

GSK3p
H
Hes

HUCB-NSC

ID1

-6
iPSC

ITS

Jag 2
Ki67
KLF 4

L

LIF
LRP5/6

M
Map-2

MeHgCl
NGF
NF-200

- receptor dla naskdérkowego czynnika wzrostu (ang. Epithelial
Growth Factor- Receptorl)

- pochodna fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)
- fibronektyna
- faza spoczynkowa cyklu komdrkowego

-galaktozyloceramidaza, antygen oligodendrocytéw (ang.
galactosylceramidase)

- glejowe kwasne biatko witdkienkowe (ang. Glial Fibrillary Acidic
Protein)

- kinaza syntazy glikogenu 3B (ang. Glycogen Synthase Kinase 3 beta)
- duza gestos¢ wysiania komorek (ang . High: 50 000/cm?)
- czynnik transkrypcyjny (ang. Hairy and enchancer of split-1)

- linia ludzkich neuralnych komérek macierzystych pochodzgca z krwi
pepowinowej (ang. Human Umbilical Cord Blood derived Neural Stem
Cells)

- biatko hamujgce wigzanie sie do DNA biatek typu HLH (helix-loop-
helix) (ang. Inhibitor of DNA binding 1)

- interleukina 6

- indukowane pluripotencjalne komarki macierzyste (ang. induced
Pluripotent stem Cells)

- suplement zawierajacy Insuline-Transferyne-Selenian

- biatko Jagged-2, ligand Notch

- biatko obecne w jagdrach komdrek aktywnych mitotycznie

- biatko kodowane przez ludzki gen KLF4 (ang. Krueppel-like factor 4)
- mata gesto$¢ wysiania komoérek (ang. Low: 10 000/cm?)

- czynnik hamujacy biataczke (ang. Leukemia Inhibitory Factor)

- biatko koreceptorowe z rodziny LDL (ang. Low-density lipoprotein
receptor-related protein 5)

- $rednia gestos$¢ wysiania komaérek (25 000/cm?)

- biatko stabilizujgce mikrotubule (ang. Microtubule Associated
Protein 2)

- chlorek metylorteci
- czynnik wzrostu nerwéw (ang. Nerve Growth Factor)

- neurofilament tzw. ciezki, o masie molekularnej 200kDa (ang. 200
kDa Neurofilament protein)



NT3
NSC
NICD

NGS

Oct3/4

PBS
PCR
PDMS
PEG
PEO

PEDF
PGA

PHSRN

PI3
PLA
PLGA

PLL
PMMA
Ptc

REST/NRSF

RGD

Rho/Rac

RPM

- neurotrofina trzecia
- neuralne komarki macierzyste (ang. Neural Stem Cells)

- wewnatrzkomoérkowa domena receptora Notch (ang. Notch
Intracellular Domain)

- normalna surowica kozia (ang. Normal Goat Serum)

- czynnik transkrypcyjny charakterystyczny dla pluripotencjalnych
komdrek macierzystych (ang. Octamer-binding transcription factor-

3/4)

- buforowana sél fizjologiczna (ang. Phosphate-Buffered Saline)

- reakcja taicuchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)
- Poli(dimetylosiloksan)

- glikol polietylenowy

- antyadhezyjna warstwa tlenku polietylenu (ang. Poly-Ethylene-
Oxide)

- czynnik wzrostu pochodzacy z nabtonka barwnikowego
(ang.Pigment Epithelium-Derived Factor)

- kwas poliglikolowy

- domena taczaca sie z integrynami, tzw. miejsce synergistyczne
(aminokwasy: prolina- histydyna- seryna- arginina- kwas
asparaginowy)

- kinaza fosfatydyloinozytolu-3 (ang. Phosphoinositide 3-kinase)
- kwas polimlekowy (ang. Polylactic Acid)

- kopolimer kwaséw glikolowego i mlekowego (ang. Poly(Lactic-co-
Glycolic Acid).

- poli-L-lizyna
- poli(metakrylan metylu) [ang. Poly(Methyl Methacrylate)]

- transbtonowe biatko tworzace wraz z biatkiem Smo receptor dla
biatka Shh (ang. Patched)

- biatko represorowe tgczace sie z DNA gendéw neuronalnych (ang.
RE1-Silencing transcription Factor/ Neuron Restrictive Silencing
Factor)

- sekwencja aminokwasowa zawierajgca arginine, glicyne i kwas
asparaginowy, typowa dla biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej

- biatko nalezgce do rodziny matych biatek G (ang. Ras homologous)/
mate biatko G z rodziny Rho

- obroty na minute (ang. Revolutions Per Minute)
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RT-PCR
S100B8

SC

SD

SE

SF
SGZ
Shh
SMAD

Smo

SOX-2

SPR

SSEA 3/4

Svz
TAC

Tcf/LEF

TGFB

Tof-SIMS

Tra-1-60/ Tra-1-81

TRPC1

TUJ

- reakcja odwrotnej transkrypcji (ang. Reverse Transcription PCR)

- biatko cytoplazmatyczne dojrzatych astrocytéow (ang. S100 calcium
binding protein B)

- komérka macierzysta (ang. Stem Cell )

- odchylenie standardowe (ang. Standard Deviation)

- btad standardowy (ang. Standard Error)

- pozywka bezsurowicza (ang. Serum Free)

- strefa podziarnista (ang. Subgranular Zone)

- jedno z trzech biatek rodziny hedgehog (ang. Sonic hedgehog)

- wewnatrzkomodrkowe biatka biorgce udziat w transdukcji sygnatu za
posrednictwem TGFB (ang. Sma oraz MAD wystepujgcych u C.
elegans i D.melanogaster)

- biatko receptorowe zwigzane z biatkiem G, stanowigce receptor dla
Shh (ang. Smoothened)

- czynnik transkrypcyjny charakterystyczny dla pluripotencjalnych i
neuralnych komorek macierzystych (ang. SRY, sex determining region
Y,-box 2)

- powierzchniowy rezonans plazmonowy (ang. Surface Plasmon
Resonance)

- antygen powierzchniowy charakterystyczny dla macierzystych
komoérek zarodkowych (ang. Stage Specific Embryonic Antygen)

- strefa okotokomorowa (ang. Subventricular Zone)

- komérki przejsSciowo namnazajace sie (ang. Transient Amplifying
Cells)

- czynniki transkrypcyjne biorgce udziat w przekaZnictwie sygnatu
Sciezki Wnt (ang. T-cell factor/lymphocyte enhancer factor)

- transformujacy czynnik wzrostu B (ang. Transformation Growth
Factor 6)

- spektrometria mas jonéw wtérnych z analizatorem czasu przelotu
(ang. Time of flight Secondary lon Mass Spectroscopy)

- antygeny powierzchniowe charakterystyczne dla komodrek

pluripotencjalnych (ang. keratan sulfate antigen)

- kanat btonowy z rodziny kationowo-selektywnych kanatow
jonowych (ang. Transient Receptor Potential channel 1)

- przeciwciato skierowane przeciwko B tubulinie Il obecnej w
neuronach

-11 -



Wnt - biatka biorgce udziat w regulacji embriogenezy i w wielu procesach
w dorostych komodrkach (ang. wingless-type MMTV (Mouse
Mammary Tumor Virus) integration site family member)

B-tubulina IlI - neuronalne biatko neurofilamentowe

AR - wspotczynnik odbicia fali
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I. Wstep

1. Komarki macierzyste - definicja

Termin ,komdrka macierzysta” (ang. Stem Cells, SC) pojawit sie prawie 50 lat temu w
badaniach nad regeneracjg szpiku kostnego (Pillow i wsp., 1966). Okreslenie to
charakteryzuje komorki zdolne do samoodnowy, jak i do generowania zréznicowanych
fenotypdéw komorek krwiotwdrczych w zywym organizmie. Komaorki macierzyste réwniez dla
wielu innych tkanek stanowig Zzréodto wewnetrznego systemu naprawczego i decydujg o
mozliwosci utrzymania homeostazy w tkance. Dzielg sie bez ograniczen i uzupetniajg
brakujgce komorki tak dtugo, jak dany organizm zyje. Po podziale komorki potomne albo
zachowujg wtasciwosci komorki matczynej (podziat symetryczny, Ryc. 1a), albo tylko jedna z
nich pozostaje identyczna z komédrkg matki, a druga rdznicuje sie w bardziej
wyspecjalizowang komodrke, typowg dla okreslonej tkanki organizmu (podziat asymetryczny
Ryc. 1b). O wielkosci puli komorek macierzystych w tkance organizmu rozwijajgcego sie i
dorostego decyduje kinetyka podziatow i proporcja miedzy podziatami symetrycznymi i
asymetrycznymi. Uwarunkowane jest to funkcjg fizjologiczng danej tkanki. Podczas rozwoju
organizmu dominujg zwykle podziaty symetryczne SC (Ryc. 1c). W tkankach dorostych
przewazaja podziaty asymetryczne (Ryc. 1d), a kinetyka tych podziatéw zalezy od szybkosci
wymiany puli komodrek zréinicowanych, typowej dla danej tkanki w warunkach
fizjologicznych. Na przyktad w naskorku, nabtonku krypt jelitowych lub krwi taka wymiana
zachodzi szybko (u cztowieka, co godzine ulega wymianie okoto 10 miliardéw krwinek, a czas
potrzebny do wymiany catej populacji komdrek nabtonka jelitowego wynosi 3—6 dni), a tym
samym aktywnos¢ mitotyczna SC jest wieksza niz np. w tkance nerwowej. Podczas
regeneracji ubytku tkanki komaorki macierzyste najpierw podejmujg podziaty symetryczne w
celu uzupetnienia swojej puli wyjsciowej, nastepnie kontynuujg podziaty asymetryczne, ktére
sg zrédtem komorek rdznicujacych sie (Ryc. 1le). W warunkach patologicznych (np.
nowotworzenia) regulacja kontroli symetrii podziatéw komérkowych jest nieprawidtowa, co
moze przyczyniaé sie do niekontrolowanego wzrostu liczby komoérek (Ryc. 1f) (Morrison i

Kimble, 2006).

-13 -



Wrzeciono podzwlowe

Podzial b Podzial
: : : symetryczny asymetryczr

Podzial Ekspansja

symetryczny
CI@D @S0 —~ U000

Stan Podzial
fluologlczny

asymetryczn
. » a.
—
COCNLL)

Podzial symetryczny

d
0RO
=~ OO0

¢ Uszkodzenie i asymetryczny
o((b) @Bo m
Uszkodzenie regulagji Uszkodzenie regulacji
podualow Nowotwér podzialéw Nieprawidlowa
- A 0 P » naprawa
£ lub 0’;‘0"?‘ ',“0
A XXX

Ryc.1 Fakultatywnos$¢ podziatéw symetrycznych i asymetrycznych komdrek macierzystych
(na przyktadzie tkanki nabtonkowej). Komérki macierzyste moga dzieli¢ sie symetrycznie
dajac dwie identyczne komoérki potomne (a) badz asymetrycznie produkujgc komorki
potomne rdznigce sie (b). Zdolnos¢ przetgczania sie komodrek macierzystych miedzy
podziatami symetrycznymi i asymetrycznymi jest kluczowa dla zachowania homeostazy i
potencjatu regeneracyjnego tkanki. W trakcie rozwoju organizmu dominujg podziaty
symetryczne, zwiekszajgce pule komdérek potomnych o wtasciwosciach komorki wyjsciowej
(c), natomiast w tkankach dojrzatych uzupetnianie populacji komdérek odbywa sie poprzez
asymetryczny podziat komérki macierzystej (d). W przypadku uszkodzenia tkanki komérki
macierzyste namnazajg sie dzieki podziatom symetrycznym, nastepnie po podziale
asymetrycznym produkujg komorki rdznicujgce sie (e). Defekty w procesie regulacji
podziatéw komodrek macierzystych skutkujg nieograniczconym przyrostem komodrek lub
niewtasciwg naprawg tkanki (f). Linia szara — btona podstawna, wzgledem ktérej nastepuje
polaryzacja podziatu (ustawienie wrzeciona kariokinetycznego). Zmodyfikowany na
podstawie Morrison i Kimble, 2006.
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Komorki macierzyste w warunkach prawidtowych wystepujg gtdwnie w stanie tzw.
,Luspienia” nawet w tkankach zdolnych do szybkiej odnowy. Na przyktad duzg zdolnos¢
odnowy szpiku zapewnia pozostawanie wiekszosci komérek macierzystych w fazie
spoczynkowej GO cyklu. Wyjscie takich komérek z fazy GO i podjecie aktywnosci mitotycznej
jest zwykle regulowane sygnatem zewngtrzkomérkowym z niszy, np. indukowanie proliferacji
prekursoréw w trzustce pod wptywem insuliny, w nabtonku macicy i gruczotéw piersiowych
pod wptywem cyklicznego wyrzutu hormondéw (Joshi i wsp., 2010). Udowodniono réwniez,
ze bodzice patologiczne wywotujg proliferacje komérek macierzystych: w jadrach, pod
wptywem napromieniowania ocalate komorki macierzyste zostajg zaindukowane do
podziatdw, odbudowujgc populacje zniszczonych komoérek macierzystych i spermatogoniow
(Spradling i wsp., 2001), w moézgu pod wptywem urazu dochodzi do aktywacji endogennej

neurogenezy (Arvidsson i wsp., 2002, Minger i wsp., 2007).

Rdznicowanie komdrek macierzystych w okreslonym kierunku zalezy od aktywnosci
czynnikdw regulacyjnych wewngtrzkomorkowych (genetycznych i epigenetycznych) jak
rowniez od sygnatéw zewnetrznych, pochodzgcych z otaczajacego mikrosrodowiska. O losie
komédrek macierzystych decyduje szereg czynnikdw obecnych w niszy komadrkowej, takich jak
zwigzki chemiczne wytwarzane przez inne komérki (czynniki morfogenne i mitogenne,
hormony, neuroprzekazniki), fizyczny kontakt z komdrkami sgsiadujgcymi (receptory i ich
ligandy) i sktadniki macierzy zewnatrzkomérkowej (biatka, proteoglikany) tworzacej dane
mikrosrodowisko. Tkanki charakteryzujg sie okreslong hierarchig podziatéw i réznicowania,
ale podziaty komdrek macierzystych, nawet w tkankach, w ktérych kinetyka wymiany
komodrkowej jest wysoka, zachodzg stosunkowo rzadko, produkujac komérki przejsciowo
namnazajgce sie (tzw. TAC, ang. transient-amplifying cells).Dopiero TAC intensywnie dzielg
sie i zwiekszajg pule komoérek zdolnych do réznicowania (Pikuta i Trzonowski 2009). Pozwala
to na klonalne namnozenie komdrek potomnych i zminimalizowanie ryzyka mutacji
powstajgcych podczas replikacji DNA w dtugo zyjacych komérkach macierzystych (Riquelme i
wsp., 2008).

Zdolno$¢ komodrek macierzystych do tworzenia catego organizmu wraz z bfonami

ptodowymi, zwana totipotencjalnoscig, charakteryzuje zygote i powstate z jej podziatu
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komorki potomne do stadium osmiokomadrkowej moruli (Wobus i Boheler 2006), u cztowieka
znany jest przypadek szes$cioraczkdw jednojajowych. Komdrki pluripotencjalne nie maja
zdolnosci tworzenia struktur pozazarodkowych, ale biorg udziat w tworzeniu wszystkich
trzech listkdw zarodkowych i ich pochodnych. Kolejne w hierarchii rozwojowej komorki
multipotencjalne dajg poczatek komdrkom ukierunkowanym tkankowo, natomiast komorki
unipotencjalne, inaczej zwane prekursorowymi, réznicujg sie jedynie w jeden typ komadrek

tkankowo swoistych (Fortier i wsp., 2005).
1.1. Zarodkowe komorki macierzyste

Komérki pluripotencjalne, znajdujgce sie w wezle zarodkowym blastocysty, okreslane
sg jako zarodkowe komarki macierzyste (ang. Embryonic Stem Cells, ESC) i majg zdolnos¢ do
nieograniczonego wzrostu in vitro, a takze do rdznicowania we wszystkie tkanki dorostego
organizmu. ESC charakteryzujg sie aktywnoscig swoistych czynnikow transkrypcyjnych, takich
jak Oct-4, Nanog i Sox2, ktdre stanowig gtéwne elementy systemu regulujgcego utrzymanie
stanu pluripotencjalnosci poprzez hamowanie transkrypcji gendw zwigzanych z
réznicowaniem komorki. Zarodkowe komorki macierzyste charakteryzujg sie rowniez
wystepowaniem antygendw powierzchniowych z grupy glikolipidow, takich jak SSEA3 (Stage
Specific Embryonic Antygen) i SSEA4 oraz Tra-1-60 i Tra-1-81 (keratan sulfate antigen).
Dowodem funkcjonalnym  pluripotencjalnego charakteru zarodkowych komorek
macierzystych jest ich zdolno$¢ do wytwarzania potworniakéw, czyli tagodnych guzéw
nowotworowych zbudowanych z komérek wywodzgcych sie z wszystkich trzech listkow
zarodkowych. Niekontrolowana mozliwos¢ wielokierunkowego réznicowania w trzy listki
zarodkowe, a takze niestabilnos¢ genetyczna sg problemem, ktéry nalezy rozwigzaé przed
wprowadzeniem komodrek zarodkowych do terapii klinicznych. Poza tym uzycie komodrek
pochodzacych z ludzkiego zarodka moze stwarzac¢ kontrowersje etyczne, ktére skutkuja, tak

jak w Polsce, zakazami prawnymi ich stosowania.
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1.2. Somatyczne /doroste komérki macierzyste

,Doroste” komorki macierzyste to komérki niezréznicowane, zlokalizowane w
tkankowych niszach komodrek macierzystych w bezposrednim sagsiedztwie komodrek
zréznicowanych, w organizmach postnatalnych. Podczas fizjologicznej wymiany, a takze po
uszkodzeniu i w sytuacjach patologicznych komérki macierzyste ,doroste” sg zdolne do
utrzymania swojej populacji na stalym poziomie i moga rézinicowaé¢ sie w komorki
wyspecjalizowane tkankowo. Aby podkresli¢ ich niezarodkowe pochodzenie, w odniesieniu
do dorostych komodrek macierzystych, uzywa sie réwniez okres$lenia ,somatyczne”.
,Somatyczne” SC jest pojeciem szerszym niz ,doroste” SC, poniewaz uwzglednia rowniez
komérki macierzyste tkanek rozwijajgcego sie zarodka. Somatyczne/doroste komorki
macierzyste sg multipotencjalne, czyli charakteryzujg sie ograniczonym potencjatem do
réznicowania. Somatyczne komorki macierzyste zidentyfikowano w kazidej tkance

rozwijajgcego sie zarodka (faza prenatalna) oraz w organizmie cztowieka dorostego.

Juz pod koniec XIX wieku wykazano w szpiku kostnym istnienie prekursorowych
komérek niekrwiotwdrczych (Cohnheim, 1867, Fehrer i Lepperdinger, 2009). W latach
nastepnych XX wieku naukowcy odkryli, ze szpik kostny zawiera dwa rodzaje komédrek
macierzystych. Jedna populacja, nazwana hematopoetycznymi komdrkami macierzystymi,
tworzy wszystkie typy komorek krwi. Druga populacja, nazwana komadrkami macierzystymi
zrebu szpiku kostnego (bone marrow stromal stem cells) badz komdrkami
mezenchymalnymi, moze daé poczatek nie tylko komérkom zrebu szpiku, ale takze
komdrkom kosci, chrzastki, ttuszczu oraz tkanki tgcznej (Ashton i wsp., 1980, Friedenstein i
wsp., 1967). Zrédtem mezenchymalnych komérek macierzystych moze by¢ réwniez krew
obwodowa, tkanki poptodu (krew pepowinowa i galareta Whartona ze sznura
pepowinowego) czy tkanka ttuszczowa (Barry i Murphy, 2004). Komoérki te charakteryzuje
okreslona kompozycja antygendw powierzchniowych, takich jak: CD14-, CD19-, CD34-, CD45,
CD 105+, CD 90+, CD73+ oraz zdolno$¢ do przylegania do plastiku (Feng i Chen, 2009).
Obecnie wiadomo, ze somatyczne komérki macierzyste mozna wyizolowaé z kazdej tkanki

dorostego organizmu cztowieka (Bieback i Brinkmann 2010, Crisan i wsp., 2008).
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1.3. Indukowane pluripotencjalne komérki macierzyste

W 2006 roku Takahashi i Yamanaka opisali sposéb otrzymywania komérek o
wiasciwosciach komorek zarodkowych z dojrzatych, zréznicowanych komérek somatycznych,
np. fibroblastéw izolowanych ze skdéry myszy i cztowieka. Naukowcy sprawdzili 24 geny
odpowiedzialne za utrzymywanie stanu pluripotencjalnosci i samoodnowy zarodkowych
komdrek macierzystych i zauwazyli, ze wprowadzenie zaledwie czterech z nich do komadrek
somatycznych wystarczy do ich przeprogramowania w komérki o charakterze zarodkowym
(Takahashi i Yamanaka, 2006). Do terminalnie zrdznicowanych komodrek, przy pomocy
retrowirusow wprowadzono geny Oct3/4, Sox2, c-Myc i KIf4, uzyskujagc w ten sposéb tzw.
indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (induced pluripotent stem cells, iPSC).
Obecnos¢ czynnika transkrypcyjnego c-MYC, dziatajgcego na globalng acetylacje histonow,
umozliwito przytaczanie sie czynnikom OCT3/4 i SOX2 do swych specyficznych miejsc
wigzania, a wprowadzenie KLF4 przyczynito sie do aktywacji charakterystycznego dla ESC
biatka NANOG. Tak otrzymane indukowane komérki pluripotencjalne posiadaty wtasciwosci
zarodkowych komorek macierzystych, zarowno pod wzgledem ekspresji gendéw jak i
morfologii tworzgacych sie kolonii, czy tez (funkcjonalnie) zdolnosci do indukowania
potworniakéw (Takahashi i Yamanaka 2006). Byto to przetomowe odkrycie, ktére pozwolito
na otrzymywanie ludzkich komdrek o szerokim potencjale do rdznicowania, bez uzycia
kontrowersyjnego etycznie materiatu, jakim sg zarodki. Jednak ciggle nierozwigzang
pozostaje kwestia kierunkowego i jednoczesnie stabilnego réznicowania iPSC w pozgdanym
kierunku, a takze dopracowania standardowej techniki indukcji pluripotencjalnosci. Wydajne
metody reprogramowania, jako gtéwny nosnik wprowadzanych gendéw wykorzystujg
wektory, takie jak lentivirusy, elementy retrowiruséw, czy systemy transpozazy (Takahashi i
Yamanaka 2006, Woltjen i wsp., 2009), ktére wbudowujg transgen do genomu komorki,
zaburzajgc tym samym jej metabolizm, co moze prowadzi¢ do mutacji, a w konsekwencji do
nowotworzenia. Z drugiej strony stosowanie systemoéw nieintegrujacych z genomem (wektor
adenowirusowy, czy modyfikowane biatka) jest mato wydajne (Graf i Stadtfeld i wsp., 2008,
Kolanowski i Kurpisz 2010, Zhou i wsp., 2009). Problem zastosowania komérek macierzystych
otrzymanych z komodrek somatycznych pacjenta w medycynie regeneracyjnej

spersonalizowanej jest niezwykle istotny naukowo i spotecznie, dlatego spowodowat
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lawinowe badania w tym kierunku na catym S$wiecie. Poszukiwanie bezpiecznych metod
reprogramowania, ktére nie bedg powodowaé trwatych modyfikacji genomu (Kim i wsp.,

2009, Maherali i wsp., 2008) przybliza mozliwos¢ zastosowania iPSC w klinice.

2. Neuralne komoarki macierzyste

W latach szescdziesigtych dwudziestego wieku, naukowcy badajacy mézgi szczuréw
odkryli w nich dzielgce sie komérki, ktére réznicowaty sie w neurony (Altman 1963). Poza
tymi doniesieniami az do lat dziewieédziesigtych odrzucano mozliwosé powstawania w
dorostym mdzgu ssakow nowych komérek neuralnych. Ciggle aktualny byt dogmat Ramonay
Cajal, mdéwiacy, ze ,,po zakoriczonym rozwoju uktadu nerwowego dalszy wzrost i regeneracja
aksonéw nie jest juz mozliwy, wszystko moze umrzeé, natomiast nic nie mozie sie
zregenerowac” (Colucci-D'Amato i wsp., 2006). W 1995 roku w modzgach szczuréw odkryto
proliferujgce komaérki, ktdre nie tylko w warunkach in vivo, ale rowniez w hodowli in vitro
réznicowaty sie w neurony i komérki glejowe (Alvarez-Buylla i Loci, 1995). Pierwsze dowody
na to, ze zachodzi aktywna neurogeneza w moézgu cztowieka dostarczyta grupa Gage’a z Salc
Institute w Kalifornii w 1998 roku. Naukowcy zidentyfikowali i zlokalizowali w dorostym
mozgu cztowieka obszary o aktywnej i ciggtej neurogenezie (Eriksson i wsp., 1998): strefe
okotokomorowg komor bocznych (SVZ, ang. subventricular zone) oraz strefe podziarnistg
obszaru zakretu zebatego hipokampa (SGZ, subgranular zone). S3 to obszary stanowigce
nisze endogenng dla neuralnych komérek macierzystych (ang. Neural Stem Cells, NSC)
cztowieka, ktére mogag réznicowac sie w neurony, astrocyty i oligodendrocyty (Doetsch,

2003b).

Neuralne komérki macierzyste wystepujgce w mézgu dorostych ssakow wykazujg
podstawowe cechy komérek macierzystych: podlegajg samoodnowie oraz jako komorki
multipotencjalne tworzg zaréwno neurony, jak i makroglej (astrocyty i oligodendrocyty). W
warunkach laboratoryjnych (in vitro) neuralne komaérki macierzyste moga by¢ hodowane w
obecnosci czynnikéw wzrostowych (EGF, bFGF, NGF czy BDNF) i neuromorfogendéw, zaréwno
jako hodowla adherentna, jak tez w postaci swobodnie ptywajgcych kolonii komdrkowych,
tzw. neurosfer (Temple, 2001, van Praag, 2000). Los i decyzje rozwojowe tych komodrek

zalezg od otaczajgcego je mikrosrodowiska (niszy) (Riquelme i wsp., 2008).
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2.1. Neuralne komdrki macierzyste pochodzqce z krwi pepowinowej -

potencjalne Zrédto do wykorzystywania w medycynie regeneracyjnej

Pozyskiwanie neuralnych komoérek macierzystych z ludzkiego mdzgu i wykorzystanie
ich w celach terapeutycznych jest praktycznie niemozliwe. W zwigzku z tym od lat trwaja
poszukiwania zrédta komorek macierzystych, ktére z jednej strony nie budzi kontrowersji
etycznych, a z drugiej strony jest dogodne zaréwno pod wzgledem dostepnosci, jak i
bezpieczenstwa i moze by¢ zastosowane w leczeniu uktadu nerwowego. Atrakcyjnym
zrodtem takich komdrek sg populacje somatycznych komérek macierzystych w szpiku
kostnym i w krwi pepowinowej, poniewaz wykazano, ze w hodowli in vitro, po odpowiedniej
stymulacji osiggajg charakter komorek neuralnych (Buzanska i wsp. 2001, 2002, Sanchez-
Ramos i wsp., 2001). Neuralne komadrki macierzyste izolowane z krwi pepowinowej wykazujg
ekspresje mRNA charakterystycznego dla genéw aktywnych w neuronach (np. B tubulina lll,
MAP2, neurofilament 200) i komdrkach glejowych (np. GFAP, S100b, Gal C) (Buzanska i wsp.,
2002, Sanberg i wsp., 2005, Zigova i wsp., 2002).

2.2. Linia ludzkich neuralnych komdrek macierzystych pochodzqcych z

krwi pepowinowej (HUCB-NSC)

W Zaktadzie Neurobiologii Naprawczej IMDiK PAN otrzymano nietransformowang linie
neuralnych komorek macierzystych z ludzkiej krwi pepowinowej (HUCB-NSC - Human
Umbilical Cord Blood Neural Stem Cells) (Buzarnska i wsp. 2002, 2006). Linie wyprowadzono z
frakcji komorek jednojadrzastych ludzkiej krwi pepowinowej, po pierwotnym
wyeliminowaniu progenitoréw hematopoetycznych CD34+, a nastepnie wielokrotnej selekcji
komorek nieprzylegajgcych, w obecnosci EGF i 10% surowicy bydlecej (Buzanska i wsp.
2006). Komorki linii charakteryzujg sie stabilnym kariotypem oraz wzrostem klonalnym i
utrzymywane sg w hodowli na réznych etapach rozwojowych: jako komérki przylegajgce do
podtoza, o charakterze progenitoréw neuralnych, réznicujgcych sie spontanicznie w pozywce
z niskg zawartoscig surowicy, oraz jako komadrki wolno ptywajgce niezréznicowane, ktére w
warunkach hodowli bezsurowiczej z dodatkiem EGF tworzg agregaty (neurosfery). Badania
RT-PCR, jak i analiza mikromacierzy DNA, wykazaty obecnos$é ekspresji gendw kodujacych
czynniki transkrypcyjne, uwazanych za markery pluripotencjalnosci, takich jak Oct3/4, Sox2,
Nanog. Wykazano réwniez zwiekszong ekspresje Notch3, Jag2, Wnt5a, Frizzled, FGFR1,

-20 -



NF200, SV2 i Tau, a takze biatek Nestyny, NF200, GFAP, GalC, swiadczacych o neuralnie
ukierunkowanym multipotencjalnym charakterze linii. Podziaty komdrkowe, typowe dla
komdrek macierzystych (zarébwno symetryczne jak i niesymetryczne) umozliwiajg
nieograniczony wzrost linii HUCB-NSC (Buzanska i wsp., 2006a,b, Domanska-Janik i wsp.,

2008, Jurga i wsp., 2006, 2009).

Badania elektrofizjologiczne zrdznicowanych komoérek linii HUCB-NSC potwierdzity
wystepowanie cech charakterystycznych dla neurondw, m. in. funkcjonalnych kanatéw jono-
i napieciowozaleznych, podobnych do obserwowanych w dojrzewajacym uktadzie
nerwowym (Sun i wsp., 2005) oraz zdolno$¢ do formowania elektroaktywnych,
funkcjonalnych sieci neuronalnych, wykazujgcych potencjat czynnosciowy (Jurga i wsp.,

2009).

3.  Mikrosrodowisko komoérek macierzystych - nisza

3.1. Definicja niszy komorek macierzystych

Terminu ‘nisza’” w kontekscie wyspecjalizowanego srodowiska zawierajgcego ludzkie
hematopoetyczne komarki macierzyste po raz pierwszy uzyto w 1978 (Shoefield 1978, Fuchs
i wsp., 2004). W ciggu catego zycia osobniczego mikrosrodowisko (nisza) wspomaga
samoodnowe oraz réznicowanie komérek macierzystych (Fuchs i wsp., 2004, Spradling i
wsp., 2001). Oddziatywania miedzykomdrkowe oraz sygnatowe czynniki rozpuszczalne
stanowig kluczowe elementy w zwrotnym interakcji i kontroli aktywacji oraz réznicowania
komodrek macierzystych przez sktadniki niszy. Badania Fullera i wspotpracownikéw (Fuller i
Spradling, 2007) nad komdrkami okreslanymi jako ‘hub’ (komorki wezta) w niszy ptciowych
komdrek macierzystych u Drosophila wykazaty istnienie oddziatywan miedzy komadrkami
macierzystymi, a innymi komérkowymi sktadnikami niszy. Zaobserwowano, ze komérki
ptciowe utrzymujg swoje funkcje tak dtugo, jak dtugo sg zakotwiczone do komérek ‘hub’. Po
podziale, komodrka, ktdra stracita to potgczenie wchodzi na droge rdznicowania - staje sie
oocytem lub spermatocytem. Podobne zaleznosci wystepujg w niszach szpiku kostnego

ssakow, miedzy komdrkami hematopoetycznymi, a sgsiadujgcymi chondrocytami (Yin i Li.,
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2006) lub miedzy komdrkami nabtonkowymi, a komdrkami macierzystymi jelita (Walker i

wsp., 2008).

Komérki macierzyste wewnatrz niszy sg czesto zakotwiczone do btony podstawnej lub do
komérek podporowych/zrebu (stromal cells), co pozwala na ukierunkowanie przestrzennego
podziatu tych komdrek (Ryc.1). Biatka macierzy zewnatrzkomérkowej i glikoproteiny btony
podstawnej mogg gromadzi¢, a nastepnie wydzielaé¢ specyficzne czynniki w formie
nieaktywnej badz aktywnej (Riquelme i wsp., 2008). Zakotwiczenie komorek w btonie
podstawnej, a takze informacja pochodzgca od komérek sgsiadujgcych, mogg okreslaé
potozenie centrosomdéw komérki macierzystej, warunkujgc rodzaj podziatu komdérkowego
(symetryczny vs asymetryczny) oraz segregacje czynnikdw determinujgcych losy komadrek
potomnych (Fuchs i wsp. 2004, Riquelme i wsp., 2008). Czasteczki sygnatowe wystepujgce w
niszy, to zarowno czynniki rozpuszczalne, jak i czgsteczki zwigzane trwale z btong
komédrkowsg, takie jak Wnt, Notch czy biatko Sonic hedgehog (Shh) (Shi i wsp., 2008). Ta
skomplikowana, ale dobrze zharmonizowana sie¢ sygnatowa, w jakiej tkwig komorki
macierzyste reguluje ich profil transkrypcyjny, utrzymujgc komédrki w stanie

niezréoznicowanym, badz inicjujgc ich réznicowanie (Massirer i wsp., 2011).

3.2. Fizykochemiczne wtasciwosci macierzy zewnqtrzkomdérkowej i ich

wplyw na réznicowanie komdrek macierzystych

W warunkach in vivo macierz zewnatrzkomérkowa (ang. Extracellular Matrix, ECM) jest
czynnie wydzielana przez komoérki i stopniowo organizowana we witdkienkowg sie¢, ktéra
taczy sie z zakotwiczonymi w btonie komérkowej receptorami integrynowymi. Specyficzne
miejsca tego wigzania zawierajg (miedzy innymi) arginine, glicyne i kwas asparginowy,
stanowigc tzw. domene RGD wystepujgcg na fibronektynie i innych biatkach macierzy.
Macierz zewngatrzkomérkowa dodatkowo tworzy wigzki widkienek, ktore regulujg pozycje
miejsc wigzania dla komérek. Dostepnos¢ domen RGD (i innych domen wigzacych integryny
do biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej) oraz rearanzacja integryn pozwalajg komédrce na
‘odczuwanie’ struktury macierzy zewngtrzkomérkowe] i zréznicowang odpowiedz
komdrkowa (Engler i wsp., 2006). W badaniach in vitro stwierdzono, iz sama manipulacja
topografia powierzchni ECM, bez zastosowania specyficznych biatek sygnatowych, moze
wptywaé na losy komérek. Wykazano, iz obecno$é¢ pojedynczych dotkdw o gtebokosci
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120nm, na powierzchni hodowlanej wykonanej z poli(metakrylanu metylu) (PMMA) w
poréownaniu do gfadkiej powierzchni substratu, spowodowata pojawianie sie w komérkach
mezenchymalnych biatek charakterystycznych dla wapnienia kosci (Dalby i wsp., 2007a).
Rédwniez stosowane in vitro nanowtdkna tytanowe, rdznigce sie $rednicg, wplywajg na
zmiany  ksztattu i rdinicowanie komodrek mezenchymalnych. W  komdérkach
mezenchymalnych hodowanych na wtdknach o srednicy 100nm obserwowano pojawianie
sie osteokalcyny i osteopontyny, swiadczgcych o réznicowaniu kostnym, natomiast wtékna o
mniejszym przekroju (30nm) indukowaty proliferacje tych komodrek (Oh i wsp., 2009).
Struktura powierzchni wptywa takze na wzér rdéznicowania szczurzych neuralnych komadrek
macierzystych. Komorki rosngce na chitozanowej gtadkiej powierzchni dzielg sie i réznicujg
gtownie w astrocyty. Struktura tréjwymiarowa chitozanowego szkieletu oraz wtdkna
wykonane z tego samego materiatu powodujg ostabienie proliferacji i zwiekszone
réznicowanie neuronalne (Wang i wsp., 2010). Zastosowanie pokrytych zelatyng powierzchni
o strukturze nanometrowych rowkéw (350nm szerokosci), indukowato markery neuralne,
takie jak nestyna, PB-tubulina Ill, czy MAP-2 w ludzkich zarodkowych komaérkach
macierzystych (Lee i wsp., 2010). Macierz zewnatrzkomdrkowa charakteryzuje sie tez
okreslong elastycznoscig, ktérej modyfikacja in vitro wptywa na rdéznicowanie komorek
macierzystych. Uzywajgc syntetycznego hydrozelu naukowcy zaobserwowali, ze adhezja,
samoodnowa oraz rdznicowanie neuralnych komérek macierzystych na bardzo miekkim
podtozu zelowym byly zahamowane, natomiast bardziej sprezysty hydrozel indukowat
réznicowanie neuronalne. Najwiecej komérek B-tubulina lll-pozytywnych obserwowano na
powierzchni o sprezystosci podobnej do tkanki mézgowej, natomiast podtoze najtwardsze

prowadzito do réznicowania w kierunku glejowym (Saha i wsp., 2007).

Mechanizm oddziatywania topografii i struktury powierzchni na proliferacje i
réznicowanie komdrek macierzystych nie jest dobrze poznany. Wydaje sie jednak, ze
zasadniczg role odgrywa cytoszkielet, ktérego struktura i organizacja jest wrazliwa na
przestrzenne uwarunkowania macierzy zewngtrzkomérkowej (Guilak i wsp., 2009). Opisano
zmiany w organizacji biatek cytoszkieletu takich, jak F-aktyna, wimentyna y-tubulina i a-
tubulina pod wptywem ksztattu i struktury podfoza, na ktérym komérki rosty. Zmiany w

proliferacji i morfologii komérek byty zalezne od czynnikdw zaburzajgcych szkielet aktynowy
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(Gerecht i wsp., 2007). W przekazywanie sygnatéw mechanicznych pochodzacych z ECM sg
rowniez wtgczone czynniki transkrypcyjne oraz enzymy przebudowujgce chromatyne
bezposrednio zaangazowang w ekspresje gendw (Dalby i wsp., 2007b, Engler i wsp., 2006).
Za przekazywanie sygnatu z macierzy zewngtrzkomdrkowej do wnetrza komorki
odpowiedzialne sg tez kanaty jonowe regulowane naprezeniem btony oraz osmolarnoscis.
Wykazano, ze np. kanat TRPC1, regulowany mechanicznym rozciggnieciem bfony, petni
istotng role w procesie rozwoju neuronalnego, oddziatujgc na proliferacje neuralnych
komodrek macierzystych, przezycie komoérek ziarnistych modzdzku, synaptogeneze i
kierunkowanie wzrostu aksonéw w madzgach gryzoni (Fiorio Pla i wsp., 2005, Tai i wsp.,
2009). Badania te potwierdzajg wazny wptyw, jaki moga wywiera¢ czynniki fizyczne na los

komérek macierzystych znajdujgcych sie w niszy tkankowej.

3.3. Nisza neuralnych komorek macierzystych

3.3.1. Struktura i funkcja niszy neuralnych komorek macierzystych

Jak juz wspomniano, w dojrzatym mdzgu powstawanie nowych komorek neuralnych
odbywa sie gtownie w strefie okotokomorowej i podziarnistej hipokampa. Obydwa te rejony
stanowig integralng czes¢ tkanki moézgowej, bez wyraznej bariery odgraniczajgcej strefy
neurogenne od komdérek zréznicowanych (Kazanis i wsp., 2008). Z obszaréw neurogennych
sukcesywnie wymigrowujg nowe neurony zasiedlajagc opuszke wechowag (migracja z
SVZ)(Doetsch i wsp., 1999) oraz warstwe ziarnistg zakretu zebatego hipokampa (migracja z
SGZ)( Seri i wsp., 2001).

W poszczegdlnych strefach neurogennych in vivo wyrdziniono dwa rézne typy
neuralnych komérek macierzystych. W przestrzeni okotokomorowej w rozwijajgcym sie
mozgu, sg to komoérki wolno dzielgce sie, tzw. progenitory pierwotne, zwane glejem
promienistym (ang. radial glia), wykazujgce obecnos¢ GFAP i CD133 (komérki typu B),
natomiast w strefie podziarnistej hipokampa sg to komorki gleju promienistego, GFAP+,
Sox2+ i Nestyna+, nazywane tez komodrkami typu 1 (Mu i Gage 2010). W niszy oprdocz
neuralnych komdrek macierzystych mozna znalezé ich potomstwo: prekursory przejSciowo

namnazajgce sie (ang. transient amplifying cell) i neuroblasty, a takze komadrki srédbtonkowe
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naczyn krwionosnych (Kazanis i wsp., 2008). Dodatkowo, w niszy neuralnych komdarek
macierzystych, przestrzen od strony komdr oddziela warstwa wysciotki komér — ependyma.
Komérki gleju promienistego z jednej strony penetrujg warstwe ependymocytow i
bezposrednio kontaktujg sie z ptynem mdzgowo-rdzeniowym za pomocg rzesek (cilia), z
drugiej tworzg dtugie wypustki dochodzgce do $cian naczyn krwionos$nych (Berninger, 2010).
Na rzesce stwierdzono obecnos$¢ receptorow dla morfogenu Sonic hedgehog (Shh), co
Swiadczy o bezposrednim wplywie sygnatéw pochodzacych z przestrzeni ptynowych mézgu

na neurogeneze (Han i wsp., 2008).

W niszy SVZ komoérki wyscidtki komdr mézgu (ependymocyty) petnig funkcje
podporowo-regulacyjne, modulujgc transport jondéw i innych czynnikdw pochodzacych z
ptynu mdzgowo-rdzeniowego (Bruni i wsp., 1998, Kazanis i wsp., 2008). Komorki wysciotki sg
takze zrédtem czynnikdw neurogennych, takich jak czynnik wzrostu pochodzacy z nabtonka
barwnikowego (pigment epithelium-derived factor PEDF), czy biatko noggin- proneuralny
modulator (antagonista) Sciezki BMP (Lim i wsp., 2000, Peretto i wsp., 2004). Komorki
wyscidtki tworzg z astrocytami pofgczenia szczelinowe (‘gap junction’) w przestrzeni
podwysciotkowej (SEZ) (Zahs, 1998). Wymienione elementy komdrkowe wraz ze sktadnikami
macierzy zewngtrzkomorkowej tworzg tréjwymiarowe rusztowanie dla neuralnych komaérek

macierzystych (Owen i Shoichet, 2010).

W naturalnej niszy los NSC jest determinowany catym zestawem oddziatywan z innymi
komdrkami, macierzg zewngatrzkomérkowg i z modulujgcymi zwigzkami rozpuszczalnymi
(biatka sygnatowe, czynniki wzrostowe, neuroprzekazniki) (Ryc.2). Obecnos$¢ sktadnikéw
Sciezki sygnatowej Notch (Notch i Jagged) udowodniono zaréwno w przestrzeni
podwyscidtkowej (SEZ), jak i podziarnistej (SGZ) (Stump i wsp., 2002). Oddziatywania
miedzykomdrkowe mogg by¢ dodatkowo regulowane potgczeniami miedzybtonowymi z
udziatem kadheryn lub potgczen szczelinowych, tworzonych przez koneksyny, jednakze ich

rola w niszach NSC ciggle wymaga wyjasnienia (Graf i Stadfeldt, 2008).

Badania in vitro potwierdzajg wptyw komdrek srédbtonkowych naczyni - endotelium,
na los macierzystych komoérek neuralnych (Shen i wsp., 2004). Komodrki endotelium
oddziatujg z NSC zaréwno przez bliskie sgsiedztwo, ale takze jako zZrédio czynnikdéw

kontrolujgcych neurogeneze: PEDF, LIF, BDNF (Riquelme i wsp., 2008). Podziaty neuralnych
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komdrek macierzystych zalezg od ich kontaktu z komérkami potomnymi, a takze od kontaktu
z komoérkami astrogleju, ktdre tworzg sieé¢ przekazujacg informacje z dalszych obszardw
mozgu (Giaume i Venance 1998), bedac tym samym swoistym czujnikiem integrujgcym cate

mikrosrodowisko komdérek macierzystych (Kazanis i wsp., 2010).

Komoérki sasiadujace
l Samoodnowa
l Neuralne komérki macierzyste

-

Y )  Neurory
S

A 4 ) Astrocyty

Réznicowanie

= @ Oligodendrocyty

& IS
Czynniki rozpuszczalne

Macierz zewnatrzkomorkowa
Sktad
Struktura

Whasciwosci chemiczne

Ryc.2. Schemat wzajemnych interakcji w niszy neuralnych komoérek macierzystych. Na los
komodrek macierzystych (zaréwno in vivo jak i in vitro) wptywajg kontakty miedzykomérkowe,
zarowno pomiedzy samymi komodrkami macierzystymi jak i komdrkami sgsiadujacymi,
czynniki rozpuszczalne wydzielane parakrynnie jak réwniez docierajgce z zakonczen
nerwowych i naczyn wtosowatych, a takze macierz zewnatrzkomaérkowa — jej sktad, struktura
i wtasciwosci fizykochemiczne. Sygnaty ptynace z niszy stymulujg komorki macierzyste do
podjecia decyzji rozwojowych: stanu ,,uspienia”, samoodnowy czy réznicowania.

3.3.2. Najwazniejsze szlaki sygnatowe neuralnych komodrek macierzystych aktywowane

sygnatami z niszy

OdpowiedzZ neuralnych komérek macierzystych na stan fizjopatologiczny mdzgu jest
uzalezniona od sygnatéw regulacyjnych dochodzacych do niszy (Ryc.2). Jak wczesniej

wspomniano, czynniki wzrostu i biatka sygnatowe moga pochodzi¢ z samej niszy (Shh,Wnt,
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Notch) badz ze zrédet zewnetrznych, takich jak naczynia krwionos$ne (PEDF, LIF, BDNF) czy

ptyn mézgowo-rdzeniowy ($ciezka sygnatowa BMP/Noggin) (Ryc.3).

Szlak sygnatowy Notch

Aktywacja S$ciezki sygnatowej Notch nastepuje w momencie potgczenia receptora

btonowego, znajdujgcego sie na komoérce z ligandem Delta, zakotwiczonym w btonie
sgsiadujgcej komorki. Potgczenie to poprzez aktywacje preseniliny gamma prowadzi do
proteolitycznego usuniecia wewngtrzkomérkowej domeny NICD receptora Notch, ktdora po
przemieszczeniu do jadra komodrkowego tgczy sie z czynnikiem transkrypcyjnym CSL i
reguluje ekspresje gendw efektorowych, np. biatek z rodziny Hes (Shi i wsp., 2008). Biatko
Notch i jego ligandy pojawiajg sie w rozwoju embrionalnym i wystepujg w dorostym
osrodkowym uktadzie nerwowym, gdzie kontrolujg neurogeneze, wzrost aksondw i
dendrytow, regulujg plastycznos¢ synaps oraz przezycie i Smieré neurondéw. Biatka te sg
réwniez zaangazowane w procesy patologiczne uszkodzenia i naprawy mozgu w przebiegu
udaru czy choroby Alzheimera. Biorg tez czynny udziat w procesie nowotworzenia (Lathia i
wsp., 2008).
®rcr , TGF/BMP
s Wnt Komorka i ‘
f‘ R Notch Ligand O Smoothened v
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Ryc.3. Schemat gtéwnych $ciezek sygnatowych, takich jak Wnt/B-katenina, Notch, Sonic
hedgehog, FGF czy BMP, mogacych bra¢ udziat w réznicowaniu komérek macierzystych

(zmodyfikowano na podstawie Deng i wsp., 2008).
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Szlak sygnatowy Wnt

Kolejnym szlakiem odgrywajacym istotng role w rozwoju ukfadu nerwowego jest
kaskada sygnatow zwigzana z biatkami Wnt. Biatka Wnt sg rozpuszczalnymi, bogatymi w
cysteine glikoproteinami wydzielanymi pozakomdrkowo, ktére uczestnicza w regulacji
dojrzewania na niemal kazdym etapie rozwoju uktadu nerwowego. Biatka Wnt kontrolujg
miedzy innymi segmentacje cewy nerwowej i wielkos¢ puli neuralnych komdérek
macierzystych oraz wptywajg na dalsze losy komdérek potomnych, przez kierunkowanie
wzrostu aksonow, rozwdj dendrytéw i tworzenie synaps. Ta réznorodno$é¢ oddziatywan,
czesto przeciwstawnych, zwigzana jest z istnieniem dwdch rdéinych $ciezek sygnatowych
Wnt, oddziatywujgcych z wieloma innymi ztozonymi sygnatami komdrkowymi oraz

czgsteczkami docelowymi (Katoh i Katoh, 2010).

Znane sg dwa szlaki sygnatowe zwigzane z biatkami Wnt. W tzw. Sciezce kanonicznej
biatko Wnt tgczy sie z receptorem FRIZZLED i koreceptorem LRP5/6 powodujgc uwolnienie
GSK3B i w konsekwencji przyczynia sie do akumulacji nieufosforylowanej B-kateniny w
cytoplazmie. Nieufosforylowana B-katenina przedostaje sie do jagdra komdrkowego i tworzy
kompleksy z réinymi czynnikami transkrypcyjnymi, miedzy innymi z Tcf/LEF (T-cell
factor/lymphocyte enhancer factor). Kompleks ten pod wptywem oddziatywania B-kateniny z
represorem staje sie aktywatorem i przy pomocy czgsteczek regulatorowych indukuje

ekspresje genéw docelowych (Ryc. 3).

Druga Sciezka Wnt, tzw. niekanoniczna, sktada sie przynajmniej z dwéch szlakéw
wewngatrzkomorkowych: Wnt/PCP (ang. Planar Cell Polarity) i szlaku zaleznego od jonéw
wapnia (Wnt/Ca®"). Zwigzanie Wnt z receptorem FRIZZLED w szlaku Wnt/PCP aktywuje
GTPaze Rho/Rac, przez co reguluje ekspresje gendw odpowiedzialnych za organizacje
cytoszkieletu w trakcie rozwoju. W szlaku Wnt/Ca®* potaczenie Wnt z receptorem pobudza
biatko G i fosfolipaze C, powodujgc wzrost poziomu wewnatrzkomdrkowego wapnia i
aktywacje kinaz zaleznych od tego jonu: kalmodulino-zaleznej kinazy biatkowej Il (CamKII) i
kinazy biatkowej C. Prowadzi to w efekcie do aktywacji specyficznych regulatoréw
transkrypcji, np. biorgcych udziat w okresleniu polaryzacji i ruchu komérek. Nie jest jasne, czy
dwie sciezki Wnt (kanoniczna i niekanoniczna) dziatajg jednoczesnie, czy tez sg odrebnymi

szlakami, zaleznymi od stadium rozwojowego komérki i otaczajacego $rodowiska. Scieika
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Wnt ma wiec szereg receptoréw, koreceptorow oraz zewngtrzkomdrkowych modulatordow.
Jednym z jej antagonistéw jest biatko Dickkopf-1 (Dkk1), ktére wigze sie do koreceptora

LRP5/6, i jest inhibitorem kanonicznej Sciezki sygnatowej (Michaenelidis i wsp., 2008).

Szlak sygnatowy Shh

Biatko Sonic hedgehog (Shh) nalezy do matej rodziny biatek regulatorowych, ktére
odgrywajg kluczowag role w przebiegu organogenezy oraz ustalaniu symetrycznosci i
parzystosci konczyn. W ludzkim zarodku biatko Shh produkowane jest w cewie nerwowej,
mazgu, jelicie i w zawigzkach koriczyn (Villavicencio i wsp., 2000). Po wydzieleniu, biatko Shh
ulega autoproteolizie i modyfikacjom lipidowym (dotgczenie czgsteczki cholesterolu)
(McMahon 2000). Nastepnie faczy sie z kompleksem biatek transbtonowych Patched (Ptc) i
Smoothened (Smo), ktére tworzg receptor zwigzany z biatkiem G. Zapoczatkowana w ten
sposob kaskada sygnatu aktywuje czynnik transkrypcyjny z rodziny Gli, co uruchamia
ekspresje gendw docelowych, w tym réwniez gendw Ptc i Gli (Traiffort i wsp., 2000) (Ryc. 3).
Aktywacja okreslonych czynnikéw transkrypcyjnych zalezy od przestrzennej (gradient
stezenia biatka) i czasowej (fazy rozwoju) ekspozycji komérek na biatko Shh (Ribes i Briscoe

2009).

Szlak sygnatowy BMP

Rodzina biatek morfogenetycznych kosci (ang. Bone Morphogenetic Protein, BMP)
nalezy do nadrodziny transformujgcych czynnikéw wzrostu B (ang. Transforming Growth
Factor B, TGFPB). Biatka te zaangazowane sg w regulacje proliferacji, réznicowania i apoptozy
podczas embriogenezy. W organizmach dorostych BMP utrzymujg homeostaze, uczestniczg
w przemodelowaniu i regeneracji tkanek oraz, w zaleznosci od typu i umiejscowienia,
wptywajg réznorodnie na komorki macierzyste (Zhang i Li 2005). Biatka BMP indukuja
réznicowanie komorek w szpiku kostnym, kosciach, nerkach i ptucach, a w mysich
zarodkowych komdédrkach macierzystych utrzymujg samoodnowe i pluripotencjalnosc

(Gossrau i wsp., 2007, Ying i wsp., 2003), blokujgc réznicowanie neuralne (Zhang i Li 2005).

Biatko BMP tgczy sie z TGFBR aktywujac biatka SMAD, prowadzac do ich translokacji do
jadra komérkowego i indukujac transkrypcje gendw. W zaleznosci od etapu rozwojowego

NSC aktywacja $ciezki sygnatowej BMP moze wywiera¢ odmienny efekt (Miller i Gauthier
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2007, Olszewska 2010). Poprzez aktywacje czynnika transkrypcyjnego ID1 hamuje indukcje
neurogenezy (Ying i wsp., 2003), natomiast stymulacja procesu gliogenezy nastepuje po
indukcji syntezy czynnika REST/NRSF (RE1-Silencing transcription Factor/ Neuron Restrictive
Silencing Factor) (Sabo i wsp., 2010). W Sciezce sygnatowej BMP istniejg potgczenia ze

szlakiem Wnt/b-katenina oraz szlakiem FGF.

3.3.3. Wptyw ksztaftu i struktury niszy na losy neuralnych komaorek macierzystych

Macierz zewngtrzkomdrkowa to tréjwymiarowa, wielopoziomowa struktura,
podtrzymujgca komérki tworzgce tkanke i posredniczgca w uktadach regulacyjnych. ECM
sktada sie z tkankowo specyficznych biatek  wtdknistych, proteoglikanéw i
glikozaminoglikanéw (siarczan heparyny, chondroityny i keratanu, kwas hialuronowy)
tworzgcych wysoce hydrofilne srodowisko. Biatka widkniste, takie jak kolagen, fibronektyna
(FN), czy laminina zawierajg miejsca wigzania dla czynnikdw wzrostu, proteaz, a takze dla
biatek btonowych — integryn. Taki sktad i architektura macierzy zewnatrzkomaérkowej to nie
tylko mechaniczne wsparcie dla komorek, ale takie rezerwuar biatek o wtasciwosciach
sygnatowych. Laminina 1, 10, fibronektyna i kolagen IV wchodzgc w interakcje z innymi
czynnikami regulujg przezycie, adhezje, migracje i réznicowanie komédrek (Chothia i wsp.,
1997, Freire i wsp., 2002, Powell i Kleinman 1997). Badania in vivo i in vitro dowiodty, ze
zaréwno w trakcie rozwoju, jak i w uksztattowanej przestrzeni niszy neuralnych komarek
macierzystych ekspresja podjednostek integrynowych na btonach komérkowych podlega
zmianie, co wptywa na ich oddziatywanie z lamining, fibronektyng i kolagenem,
odpowiedzialnymi za utrzymywanie puli NSC w niszy i ich réznicowanie. W trakcie rozwoju
zarodkowego, w pierwotnym mikrosrodowisku neuralnych komérek macierzystych dominuja
rozpuszczalny czynnik wzrostu bFGF (ang. basic Fibroblast Growth Factor) i laminina,
oddziatujace z a5B1 podjednostkg integryny, przez co utrzymywana jest homogenna
populacja komoérek macierzystych. W pdzniejszym etapie rozwoju osrodkowego uktadu
nerwowego, NSC zaczynajg dojrzewad i migrowac tworzgc warstwy kory. Stwierdzono, ze
proces ten koreluje ze zmiang profilu ekspresji podjednostek integrynowych z o631 na o551
oraz z modyfikacjg macierzy zewnatrzkomérkowej, polegajgcg na zwiekszeniu ekspresji

fibronektyny oraz na zmniejszeniu poziomu bFGF (Stabenfeldt i wsp., 2010).
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Badania te dowodzg, ze nisza komorek macierzystych jest strukturg dynamiczng,
ktora ulega zmianom pod wptywem okreslonych warunkéw zaréwno rozwojowych jak i
patologicznych. Zjawisko to mozina wykorzysta¢é w medycynie regeneracyjnej, sterujgc
procesami odnowy i plastycznosci tkanki (Lo Celso i wsp., 2009). Projektowanie sztucznej
macierzy zewngatrzkomédrkowej, z wykorzystaniem fizycznych i molekularnych wtasciwosci jej
sktadnikow, umozliwi bezposrednig kontrole reakcji komorek macierzystych, a w przysztosci

tworzenie funkcjonalnych substytutéw tkankowych (Guilak i wsp., 2009).

4. Powierzchnie (domeny) biofunkcjonalne

4.1. Systemy mikroinzynieryjne stosowane w badaniach biologii komdrek

macierzystych

Hodowle komodrek macierzystych in vitro prowadzone sg zwykle w ptaskich
systemach dwuwymiarowych. Podtoze stanowi najczesciej: plastik, plastik pokryty biatkami
macierzy zewnatrzkomérkowej (laminina, kolagen), wspdthodowle z komodrkami odzywczymi
(tzw. fedder-cell layer) oraz inne pochodne biatek ECM (kolagen, Matrigel). W
standardowych warunkach hodowli komérkowej in vitro, najczesciej stosowane s3
polistyrenowe naczynia hodowlane i pozywki zawierajgce rozpuszczalne czynniki odzywcze,
zapewniajgce komérkom podstawowe sktadniki do wzrostu. Taki sztuczny uktad in vitro rézni
sie catkowicie od Srodowiska, w jakim komérki macierzyste przebywajg w naturalnej niszy
tkankowej (Lutolf i wsp., 2009). Dlatego w badaniach dotyczacych biologii komodrek
macierzystych wazne jest przejscie z systemow dwu- do tréjwymiarowych. Etapem
przejsciowym do modeli tréjwymiarowych jest prowadzenie hodowli na dwuwymiarowych
systemach biomateriatowych. Stanowi to dobry, uproszczony model stuzacy do
identyfikowania i oceny efektéw dziatania sktadnikdw niszy, ktére mogg wptywac na los
komdrek macierzystych i umozliwiajg badanie mechanizméw molekularnych lezgcych u

podstaw oddziatywania komérek macierzystych z niszg komérkowg (Ryc.4).
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A Komérki przylegajace do substratu B Komdrki przylegajace do mikrodrukowanych domen,

w standardowe j hodowli - sygnat indywidualny ktérych geometriawplywa na ksztatt komérki
C Komérki przylegajace do wielosktadnikowych
Komérki przylegajace do substratu domen biofunkejonalnych - kompozycja sygnalizacyjna
w standardowej hodowli - efekt sztywnosci podtoza m m m

Ryc.4 Modelowanie powierzchni biofunkcjonalnych poprzez tworzenie dwuwymiarowych
surogatéw nisz komérek macierzystych. W hodowli standardowej sygnat pochodzi od
jednorodnego substratu w oddziatywaniu komodrerk z powierzchnig (A), na
mikrodrukowanych powierzchniach biofunkcjonalnych geometria domen okresla ksztatt
komoérki (B), zastosowanie substratu o rdoznej sztywnosci moze wptywaé na morfologie i
fenotyp komoarek (C), na komorki hodowane na domenach wielosktadnikowych ma wptyw
kompozycja sygnalizacyjna. Opracowano na podstawie Lutolf i wsp., 2009.

W ostatnich latach zanotowano wzrost zainteresowania systemami bioinzynieryjnymi
stosowanymi w badaniach nad komdrkami macierzystymi. Niekiedy systemy te osiggajg
bardzo zaawansowane technologicznie formy. Obecnie stosuje sie systemy wytwarzane i
oddziatujace na komérki w mikroskali ‘nano’. Sg to miedzy innymi: nanolitografie, na ktérych
umieszcza sie rowki, dotki lub stupki o réznych wymiarach (od 3 do 500 nanometréw). Inne
systemy to: nanowitdkna weglowe Ilub polimerowe, wytwarzane metodg tzw.
elektrowirowania (ang. electrospinning), ktérych skomplikowane sploty moga odzwierciedla¢
utozenie wtdkien w bfonie podstawnej i samoorganizujgce sie (ang. self-assembly) systemy
nanoczastek, tworzgce nanowtdkna sferyczne, cylindryczne micele lub tréjwymiarowe sieci

(Mao i wsp. 2010).
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Ryc.5 Schemat tworzenia systemow mikroinzynieryjnych majgcych zastosowanie w
badaniach z udziatem komdrek macierzystych. Matryca krzemowa stuzy do wyprodukowania
za pomocg miekkiej litografii polimerowej formy zawierajgcej uktad domen
biofunkcjonalnych zaréwno dwuwymiarowych jak i formach umozliwiajgcych hodowle
tréjwymiarowe. Wykorzystanie automatycznego robota dozujgcego umozliwia stworzenie
uktadéw wielosktadnikowych, majgcych zastosowanie w wysokowydajnych systemach, tzw.
,high-throughput analysis”. Opracowano na podstawie Bae i wsp., 2010.

Biofunkcjonalizacja powierzchni, czyli nadawanie systemowi cech majgcych okreslone
funkcje, moze by¢ prowadzana w skali mikro (Ryc.4). Istnieje wiele technik mikroinzynierii.
Jedng z nich jest mikrofabrykacja, ktéra do tworzenia powierzchni z okreslonym wzorem,
(mikrokanaty, mikrodotki czy tréjwymiarowe formy hydrozelowe) wykorzystuje metode

miekkiej litografii (Ryc.5).

W niniejszej pracy wykorzystywane sg dwie techniki mikroinzynieryjne: drukowania

mikrokontaktowego oraz dozowania mikrokropli na okre$lonej powierzchni wzorcowej.
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Technika drukowania mikrokontaktowego pozwala na naniesienie nano-cienkiego
filmu okreslonej substancji antyadhezyjnej na powierzchnie szklang lub plastikowg o
zréznicowanym ksztatcie, zarowno dwu- jak i tréojwymiarowo (Bretagnol i wsp., 2006), a

nastepnie ,,wydrukowanie” na tej powierzchni zaprojektowanych domen bioaktywnych.

Metoda dozowania mikrokropli umozliwia naniesienie na powierzchnie
antyadhezyjng kropli o okreslonej wielkosci, przy pomocy automatycznego robota

nakrapiajgcego (ang. robotic spotter).
4.2. Kontrola sktadu i funkcjonalnosci domen

Powierzchnie biofunkcjonalne  wytworzone metodami  mikroinzynieryjnymi,
opisanymi powyzej, wymagajg sprawdzenia ich jakosci i funkcjonalnosci (Ceriotti i wsp.,

2009). Stabilnos¢ i jakos¢ domen mozna sprawdzi¢ technikami takimi, jak:

- spektrometria mas jondw wtdrnych z analizatorem czasu przelotu (ang. Time of flight
secondary ion mass spectroscopy, ToF-SIMS), okreslajgca stabilno$¢ wzoru matrycy i
topografii domen (np. pod wptywem ptukania w PBS), czyli obecnosci biomolekut i braku

adsorpcji miedzy domenami, na powierzchni antyadhezyjnej;

- mikroskop sit atomowych (ang. Atomic Force Microscope, AFM), pozwala uwidocznié
rozktad oraz orientacje czgsteczek stosowanych biomolekut, ze zdolnoscig rozdzielczg rzedu

wymiaréw pojedynczego atomu;

- metoda elipsometrii, wykorzystujgca zmiane w odbiciu fal elektromagnetycznych od
badanej powierzchni informuje o ilosci zdeponowanego biatka, pokazuje mape grubosci

domen zdeponowanych na powierzchni antyadhezyjnej;

- powierzchniowy rezonans plazmonowy (ang. Surface Plazmon Resonance, SPR)
wykorzystujgcy zmiany w odbiciu fal elektromagnetycznych, umozliwia pomiar adsorpcji
biatka na badanej powierzchni w trakcie manipulacji, np. przeptukiwania powierzchni badz

naktadania specyficznych dla badanych biomolekut przeciwciat.

Wyzej wymienione metody pomiarowe sg bardzo precyzyjne, pozwalajg na obliczenie ilosci
czgsteczek stosowanej biomolekuty przypadajacej na domene oraz ilos¢ miejsc wigzania

dostepnych dla komérki (np. miejsc z sekwencjg aminokwasowg RGD).
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4.3. Poréwnanie domen biofunkcjonalnych 2D i 3D

Techniki  mikroinzynieryjne  znalazty réwniez zastosowanie w tworzeniu
tréjwymiarowych struktur przeznaczonych do hodowli komérek macierzystych. Mozliwe jest
wytwarzanie szkieletéw zaréwno syntetycznych, powstatych na bazie np. kwasu
poliglikolowego (PGA), polimlekowego (PLA) i ich ko-polimeréw (PLGA), hydrozeli glikolu
polietylenowego (PEG), samoorganizujgcych sie nanowtdkien peptydowych (Dawson i wsp.,
2008, Gelain i wsp., 2006), jak i pochodzenia naturalnego (zawierajacych np. kolagen,
fibrynogen, kwas hialuronowy, glikozaminoglikan czy hydroksyapatyt). Oprocz szkieletow
stosowane sg réwniez inne mikronosniki komérek (mikrosfery czy mikrokapsutki). Struktury
tréjwymiarowe moga podlegac¢ dodatkowym modyfikacjom, np. dzieki ustawieniu warunkéw
polimeryzacji biomateriatbw mozna dopasowad elastycznos¢ struktury, typowa dla danej
tkanki. Innym typem modyfikacji jest specyficzna biofunkcjonalizacja powierzchni poprzez
wprowadzanie fragmentéw RGD, bgdz czynnikdéw biologicznych, czy tez zmiane hydrofilnosci
powierzchni (Dawson i wsp., 2008). W celach aplikacyjnych materiaty te powinny
charakteryzowa¢ sie optymalnym przeptywem ptyndéw, dostarczaniem czynnikow
odzywczych, tlenu, czasteczek bioaktywnych, biodegradowalnoscia i integralnoscig

mechaniczng (Dawson i wsp., 2008).

Projektujgc doswiadczenia nalezy pamietaé¢, ze dwuwymiarowe uktady doswiadczalne
pozwalajg na dokfadng analize wptywu poszczegdlnych komponentéw niszy na komoérki
macierzyste i umozliwiajag badanie mechanizméw molekularnych lezgcych u podstaw
odpowiedzi komdrkowej. System ten umozliwia modelowanie zawartosci sktadnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej, kompozycji czynnikéw wzrostu czy rodzaju kontaktéw
miedzykomodrkowych, co znajduje zastosowanie w badaniach podstawowych i
przesiewowych (np. toksykologicznych). Z drugiej strony systemy tréjwymiarowe, w zwigzku
ze swoimi wtasciwosciami biologiczno-fizykochemicznymi, scislej odwzorowujg warunki niszy
i znajdujg zastosowanie w badaniu biologii komdrek macierzystych i mechanizmoéow
odpowiedzialnych za ich réznicowanie, proliferacje, przezywalnos¢, a takze stosowane sg w
inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej jako fizyczne no$niki komdrek macierzystych

i czynnikdéw wzrostowych (Lutolf i wsp., 2009).
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W przedstawionej dysertacji otrzymanie domen biofunkcjonalnych o zdefiniowanym
sktadzie i ksztatcie ma na celu badanie ich oddziatywania z neuralnymi komodrkami
macierzystymi. Sg to badania prowadzace do konstrukcji catosciowego systemu
biomimicznego, ktéry w warunkach in vitro bedzie odzwierciedlat naturalng nisze neuralnych

komédrek macierzystych.
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[I. Cel pracy

Celem tej pracy jest zbadanie wptywu okreslonych warunkéw mikrosrodowiska in vitro
na podejmowanie decyzji rozwojowych przez komorki macierzyste izolowane z ludzkiej krwi
pepowinowej. Dla osiggniecia postawionego celu skonstruowano narzedzie badawcze w
postaci miniaturowych systemoéw (mikroplatform) zawierajacych powierzchnie bioaktywng w
postaci okreslonego wzoru domen, umozliwiajg badanie kluczowych proceséw rozwojowych

neuralnych komdrek macierzystych: adhezji, proliferacji i réznicowania.
Sformutowano hipoteze:

Modelowanie zawartosci i architektury powierzchni biofunkcjonalnych in vitro
umozliwia kontrole decyzji rozwojowych neuralnych komérek macierzystych pochodzgcych z

krwi pepowinowe;.
Cele szczegotowe:

1. Konstrukcja domen biofunkcjonalnych umozliwiajgcych badanie procesdow rozwojowych

HUCB-NSC:

eprzy zastosowaniu techniki mikrodrukowania dajgcej mozliwos¢ manipulacji

architekturg (ksztattem, rozdzielczoscig, wielkoscig) domen,

e przy zastosowaniu techniki dozowania mikrokropli umozliwiajgcej tworzenie domen

wielosktadnikowych i platform hodowlanych zawierajgcych domeny o réznym sktadzie.

2. Charakterystyka struktury, funkcjonalnosci i jakosci domen;

3. Badanie kluczowych proceséw rozwojowych neuralnych komodrek macierzystych: na

domenach mikrodrukowanych o réznej architekturze:

e badanie adhezji, proliferacji i roéznicowania w zaleznosci od warunkdw

srodowiskowych (obecnosci surowicy, gestosci komérek i czasu trwania hodowli)
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eporéwnanie wptywu architektury domen biofunkcjonalnych na odpowiedz
komodrkowag w zaleznosci od typu oddziatywania komérek z powierzchnig: specyficznego

(receptorowego) i niespecyficznego (elektrostatycznego)

4. Badanie decyzji rozwojowych neuralnych komdrek macierzystych (samoodnowa versus
réznicowanie w kierunku neuronalnym i glejowym) na domenach wieloskfadnikowych
mikronakraplanych, zawierajgcych biatka macierzy zewnatrzkomérkowej i mate

czgsteczki sygnatowe

ewybér optymalnego biatka macierzy zewnatrzkomérkowej do konstrukcji

funkcjonalnych domen wielosktadnikowych,

eimmobilizacja do podtoza fibronektyny z matymi czgsteczkami sygnatowymi,
aktywujgcymi okreslone drogi przekazywania sygnatu wewngtrzkomodrkowego, ktére

wptywajg na rozwdj komorek uktadu nerwowego

eanaliza fenotypowa odpowiedzi komodrkowych na podstawie znakowania

immunocytochemicznego biatek typowych dla okreslonych stadiéw rozwoju neuronalnego.
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[II. Materiat i Metody Badan

1. Techniki mikroinzynieryjne zastosowane do badan procesow

rozwojowych komorek macierzystych

Okreslone powierzchnie szklane lub plastikowe, (np. szkietka podstawowe lub mate
szalki Petriego) pokryte substancjg antyadhezyjng, z naniesionym wzorem biomolekut

nazywane bedg dalej ,,platformami do wzrostu komérek” (Ryc. 6.)

Wyodrebnione powierzchnie biofunkcjonalne na platformach do wzrostu komoérek

nazywane bedga dalej ,,domenami biofunkcjonalnymi” (Ryc.6 strzatki).

Domeny biofunkcjonalne, w ktérych znajduje sie jeden rodzj biomolekuty — to domeny

jednosktadnikowe.

Domeny biofunkcjonalne, w ktérych znajduje sie wiecej niz jeden rodzaj biomolekuty —

to domeny wielosktadnikowe.

Okreslone wzory powierzchni biofunkcjonalnych immobilizujgcych grupy komorek,
badz komadrki pojedyncze nazywane bedga dalej odpowiednio: matrycami wielokomadrkowymi

lub matrycami jednokomorkowymi.

Otrzymywanie i charakterystyka powierzchni biofunkcjonalnych przeprowadzane byto
podczas mojego stazu w NanoBioscience Unit JRC, Ispra, Witochy, pod opieka naukowa
promotora dr hab. Leonory Buzanskiej oraz dr Francois Rossi z laboratorium
Nanobiotechnology JRC. W trakcie mojego pobytu w JRC projektowatam i wiasnorecznie
wykonywatam powierzchnie biofunkcjonalne oraz korzystatam z dostepnego tam sprzetu w
celu okreslenia  charakterystyki powierzchni  domen. Charakterystyke  domen
biofunkcjonalnych przeprowadzatam réwniez w trakcie mojego dwutygodniowego pobytu w
JRC juz po zakonczeniu stazu (wyjazd w ramach kierowanego przez dr hab. Leonore Buzanska
grantu promotorskiego oraz grantu wifasnego, odpowiednio nr 2211/B/P01/2010/38 i nr
5978/B/P01/2010/38).
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Ryc. 6. Rézne wzory domen biofunkcjonalnych (matryce) na mikroplatformach do wzrostu
komoérek, ktére powstaty metodg mikrodrukowania poli-L-lizyny znakowanej FITC (25ug/ml)
na warstwie antyadhezyjnej (PEO). A- kwadraty o boku 120 um, B- kwadraty o boku 120 um
potgczone liniami, do pozycjonowania grup komodrek, C — ‘znaczki’ do pozycjonowania
komérek pojedynczych o boku 10 um, D — linie o grubosci 10 um do pozycjonowania
komédrek pojedynczych, utozonych linowo. Strzatki wskazujg na poszczegdlne domeny
biofunkcjonalne. Powierzchnia czarna to powierzchnia nieadhezyjna.

1.1. Przygotowanie powierzchni biofunkcjonalnych technikq drukowania

mikrokontaktowego

Wytwarzanie platform do  wazrostu komérek  technika  drukowania
mikrokontaktowego polega na naniesieniu biomolekut (poliaminokwaséw czy biatek

macierzy zewnatrzkomorkowej) na powierzchnie antyadhezyjna.

Antyadhezyjna warstwa tlenku polietylenu: PEO (ang. poly-ethylene-oxide) o grubosci ok.
10nm, natozona zostata metodg laserowej depozycji plazmowej (Bretagnol i wsp.,2007),
polegajacej na chemicznym osadzeniu warstw z fazy gazowej z wykorzystaniem plazmy -
polimeryzacji w plazmie i wytrgcaniu sie na podtozu molekut organicznych, (Plazma
Enhanced Chemical Vapour deposition). Warstwa tlenku polietylenu posiada wiasciwosci

antyadhezyjne tylko w roztworze, dlatego mozliwe jest naniesienie na te warstwe
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okreslonego wzoru biomolekut, ktéry ogranicza adhezje komérek tylko do powierzchni z
przylegajgcymi biomolekutami (Ruiz i wsp., 2007).

Do nanoszenia biomolekut na warstwe antyadhezyjng stosuje sie tzw. pieczatki,
otrzymywane metodg litografii miekkiej. Krzemowe matryce takich ,stempli” byty
wytwarzane komercyjne (AMO Gmbh) na podstawie zaprojektowanych przez nas wzoréw o
okreslonych parametrach geometrycznych. Poli(dimetylosiloksan) (PDMS) (Sylgard 184), jako
mieszanina elastomerowej bazy i Srodka utwardzajgcego (10: 1), zostat natozony na matryce
krzemowg i pozostawiony do stwardnienia w 65°C przez 4 godziny. Tuz przed uzyciem,
stempel z PDMS zostat oczyszczony w tazni ultradZzwiekowej przez 5 minut, a nastepnie
poddany tagodnemu dziataniu O, (0 mocy 200W, pod cisnieniem 1.2 torr) w komorze
plazmowej, przez 30 sekund. Na tak oczyszczony stempel naktadano biomolekuty,
zawieszone w buforze weglanowym o pH 8,4. Znakowang FITC poli-L-lizyne (25ug/ml,Sigma),
fibronektyne (42 pg/ml, Sigma) pozostawiano przez 45 minut na stemplu, po czym, po
zebraniu nadmiaru (i wysuszeniu w strumieniu N;) przyktadano go na powierzchnie szalki
Petriego o Srednicy 3cm, pokrytej substancjg antyadhezyjng (PEQO) i pozostawiano w

kontakcie przez 5 minut.

Powierzchnia

B = e = e == Py antyadhezyjna Stempel PDMS
Matryca krzemowa (PEO) — ey e
ﬂ @ Szalka Petriego
PDMS ﬂ
T ld bl bl el | g y, gy, W gy
Matryca krzemowa Stempel PDMS _I Szalka Petriego
(a)Tworzenie stempla z PDMS  (b) Nanoszenie biomolekut na stempel (c) Drukowanie

Ryc. 7. Schemat przeprowadzania drukowania mikrokontaktowego.

Otrzymano platformy do wzrostu komérek z wzorami domen biofunkcjonalnych o réznym
ksztatcie, wielkosci i rozdzielczosci:

a) Znaczki — domeny o wzorze matych kwadratéw o boku 10 um, umozliwiajgce
pozycjonowanie do podtoza pojedynczych komérek;

b) Linie — o szerokosci 10pum i 20 um ;
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c) kwadraty - domeny o boku 120 um;
d) Kwadraty potgczone liniami- domeny o boku 120 um potaczone liniami o szerokosci 15

um.

Technika drukowania mikrokontaktowego umozliwia stosowanie jednorodnych
wzoréw domen adhezyjnych o réznym ksztafcie i rozmiarze, oraz jednakowym dla wszystkich

domen sktadzie biomolekut.

1.2 Przygotowanie powierzchni biofunkcjonalnych technikq dozowania

mikrokropli

Bezdotykowe, piezoelektryczne mikronakraplanie biomolekut polega na dozowaniu
mikrokropli o okreslonym skfadzie na standardowe szkietko mikroskopowe pokryte
nieadhezywng nanowarstwg tlenku polietylenu (PEO), przy uzyciu automatycznego robota.
Technika dozowania mikrokropli daje mozliwos¢ dowolnego rozplanowania domen,
nakroplenia materiatu o réznym stezeniu i sktadzie, w bardzo dokfadnie okreslonej objetosci,

w wielu powtérzeniach.

1.2.1 Przygotowanie matryc (wzoru domen bioaktywnych) mikronakraplanych na

platformach do wzrostu komorek

Standardowe szkietka mikroskopowe, po odttuszczeniu etanolem, zostaty pokryte tlenkiem
krzemu w komorze plazmowej pod wysokim ci$nieniem, aby polepszy¢ przyleganie warstwy
antyadhezyjnej (PEO) do szkta (doktadny opis techniczny procedury, zastosowanych
sprzetow i parametrow mozna znalez¢ w Bretagnol i wsp., 2006, 2007, Ceriotti i wsp, 2009).
Szkietka pokryto 20nm warstwg PEO metodg laserowej depozycji plazmowej (opis w pkt 2.1)
i umieszczono w urzadzeniu dozujagcym mikrokrople S3 sciFLEXARRAYER (Scenion AG,
Niemcy Ryc. 8). Instrument ten zaopatrzony jest w system mikropozycjonujacy igte dozujgca
wzgledem trzech osi, z doktadnosciag do 10um. Umozliwia to dowolne zaprojektowanie
wzoru przestrzennego i sktadu réznych substancji na jednej mikroplatformie (Ceriotti i wsp.,
2009). Kamera umieszczona w aparacie umozliwia dostosowanie odpowiedniego ksztattu
kropli i pozwala unikngé tzw. kropli satelitowych. Pojedyncza kropla ma objetos¢ 4nl, w

eksperymencie stosowalismy dozowanie 4 mikrokropli roztworu przypadajgcych na jedna
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domene. Odlegtos¢ pomiedzy srodkami poszczegdlnych domen wynosi 600um. Nakraplanie

przeprowadza sie w temperaturze 20°C, oraz wilgotnosci okoto 30-60%.

Ryc.8. Urzadzenie dozujgce mikrokrople typu S3 sciFLEXARRAYER.

1.2.2 Dozowanie mikrokropli

Mikroplatformy z domenami zawierajgcymi fibronektyne, laminine, witronektyne,
kolagen |, kolagen V i kolagen IX (kazde w serii stezen: 21ug/ml, 42 pg/ml i 84 ug/ml)
otrzymano metodg dozowania mikrokropli w celu poréwnania adhezyjnosci komdérek HUCB-
NSC do réznych biatek macierzy zewnatrzkomoérkowe;.

Fibronektyna (84ug/ml, Sigma F0895), ktéra w eksperymencie z biatkami sygnatowymi
stosowana byta jako biatko kontrolne, zostata rozcienczona w buforze ,drukujgcym”,
zawierajgcym: bufor octanowy (100 mM, Riedel deHaén), EDTA o pH 5, 5 mM (Merck),
0.01% Triton-X 100 (Fluka) i 0,1% glicerol (Carlo Erba).

Biatka sygnatowe: CNTF, Jagged-1, Wnt3-a, BMP-4, Shh, Dkk-1, Notch-2 zostaty
przygotowane w trzech stezeniach: 10ug/ml, 5ug/mli 2,5ug/ml, (Wnt3a w stezeniu 1 pg /ml,
0,7 ug /ml, 0,5 pg /ml) w buforze drukujacym, zawierajgcym fibronektyne (84ug/ml).
Wszystkie biatka sygnatowe pochodzity z firmy R&D. Schemat nakraplanych domen
biofunkcjonalnych na antyadhezyjnej platformie do wzrostu komérek przedstawia Ryc. 9.
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Ryc.9. Schemat uktadu domen utworzonych metoda dozowania mikrokropli na szkietku
mikroskopowym. Pojedyncze kéteczko oznacza odrebng domene bioaktywng, zawierajaca
samg fibronektyne (FN) lub fibronektyne immobilizowang do podtoza razem z biatkami
sygnatowymi.

2. Analiza jakosciowa powierzchni biofunkcjonalnych
2.1 Metody analizy powierzchni: elipsometria i SPR

Domeny biofunkcjonalne zostaty poddane analizie powierzchni w celu okreslenia ilosci oraz
jakosci dostepnych dla komdrek biomolekut. Analityczna technika elipsometrii,
wykorzystujgca zmiane w odbiciu fal elektromagnetycznych od badanej powierzchni, stuzy
do oznaczania jej wifasciwosci optycznych i struktury powierzchniowej, tworzgc mape
ilosci/grubosci deponowanych czgsteczek (np. nakroplonych biomolekut). Druga metoda,
réwniez wykorzystujgca zmiany w odbiciu fal elektromagnetycznych, to powierzchniowy
rezonans plazmonowy (SPR), mierzacy w czasie rzeczywistym adsorpcje biatek, przeciwciat,
nanoczgsteczek do badanych systemodw/powierzchni.  Wykorzystujgc  adsorpcje
specyficznych przeciwciat mozna okresli¢ dostepnos¢ miejsc wigzania dla komdrek. Takie
badanie umozliwia okreslenie ilosci dostepnych dla komdédrek substratéw oraz ich
funkcjonalno$é, np. zastosowanie monoklonalnego przeciwciata skierowanego przeciwko
sekwencji fibronektyny zawierajgcej region RGD (Arg-Gly-Asp) wskaze na dostepnos¢ dla

komoérek tej czesci fibronektyny, ktdra specyficznie wigze receptory integrynowe.
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2.1.1 Elipsometria

Technika ta opiera sie na pomiarze stanu polaryzacji swiatta po jego odbiciu od
probki, korelujgc wartosci delta i psi (wspdtczynniki opisujgce geometrie elipsy

polaryzacyjnej) z fizyko-chemicznymi parametrami badanego materiatu (www.korozja.pl)

(Ryc. 10 A).

Na krzemowe ptytki, pokryte cienkg warstwg PEO, zostaty nakroplone biatka sygnatowe w
dwdch uktadach: w obecnosci i braku fibronektyny w podfozu. Takie preparaty zostaty
przeptukane PBS przez 30 min w 37°C i poddane analizie w elipsometrze (model EP3,

Nanofilm Surface Analysis GmbH, Niemcy).

i Zrédto $wiatta

B -17.0
a B

153

£ B\

M .20

Ryc.10. Schemat dziatania elipsometru (A). Mapa grubosci zdeponowanej fibronektyny na
domenach mikrodrukowanych (jedno stezenie fibronektyny, B) i mikronakraplanych (rézne

A

Detektor ’

. H

167 pg/ml 8411g/ml 42 ng/ml

stezenia fibronektyny, C).

Wszystkie pomiary zostaty wykonane w temperaturze pokojowej.  Zrédtem
monochromatycznego Swiatta byta lampa xenonowa o A = 554.3 nm i kacie padania 42°. Z
wybranych pdél na podstawie katéw delta A i psi W wyznaczono mapy grubosci
zdeponowanych warstw biatka (biomolekut) przy uzyciu oprogramowania EP3View (Ryc. 10

B, C) (Ceriotti i wsp., 2009).
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2.1.2. SPR

W celu sprawdzenia dostepnosci dla komérek fibronektyny badz biatek sygnatowych,
przeprowadzono analize powierzchni metodg powierzchniowego rezonansu plazmonowego
(SPR) (Ryc.11). Metoda ta polega na detekcji fal elektromagnetycznych, pojawiajgcych sie
na granicy metalu i o$rodka (np. powierzchni lub wody), ktorych oscylacje, np. adsorpcja
molekut na powierzchni metalu, sg bardzo czute na jakiekolwiek zmiany tej granicy

(wikipedia.pl, http://info.ifpan.edu.pl/nanobiom/ichf/ML2.pdf).

Szklane ostrostupy powlekane ztotem (tzw. pryzmy) pokryto warstwg antyadhezyjng PEO, a
nastepnie na tej powierzchni dozowano mikrokrople w dwdch uktadach: w obecnosci i braku
fibronektyny w buforze drukujgcym zawierajgcym biatka sygnatowe w réznych stezeniach
(10pg/ml, 5pug/ml, 2,5pug/ml, 1,25ug/ml) (6 powtdrzen kazdego wariantu po 4 krople, plus
kontrola z fibronektyny i PEO). Po 24 godz. inkubacji w 4°C pryzmy zostaty umieszczone w
przyrzadzie pomiarowym i poddane jednostajnemu przeptywowi PBS, w trakcie ktérego
ustalone zostaty parametry pomiardw i okreslone potozenia analizowanych miejsc. Podczas
nastepnej godziny przeptywu PBS mierzono ilos¢ biatka uwalnianego z domen. Nastepnie po
10 minutowym przeptukaniu PBS, w celu zablokowania niespecyficznego wigzania
przeciwciat do powierzchni zastosowano 20-minutowy przeptyw roztworu surowicy bydlecej
(BSA 200ug/ml).

Kolejno, po 10 minutowym przeptukaniu PBS zastosowano mysie monoklonalne przeciwciato
przeciwko fragmentom RGD fibronektyny (1mg/ml, Chemicon MAB 88916) badz przeciwciata

przeciwko biatkom sygnatowym (Tabelal).

-46 -



Tabela 1. Biatka sygnatowe stosowane do otrzymania domen biofunkcjonalnych i

przeciwciata zastosowane w technice SPR.

Zastosowane biatko sygnatowe, producent,
numer katalogowy

Przeciwciato, producent, numer katalogowy

Rekombinowane ludzkie biatko CNTF, R&D
Systems, 257-NT

Rekombinowane szczurze biatko Jagged 1, R&D
Systems, 599-JG

Rekombinowane mysie biatko Wnt-3a, R&D
Systems,1324-WN

Rekombinowane ludzkie biatko BMP-4, R&D
Systems, 314-BP

Rekombinowane ludzkie biatko Sonic Hedgehog
(C2411) (fragment N-korncowy peptydu, R&D
Systems, 1845-SH/CF

Rekombinowane ludzkie biatko Dkk-1, R&D
Systems, 1096-DK

Rekombinowane szczurze biatko Notch-2, R&D
Systems, 1190-NT

Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko ludzkiemu biatku CNTF, R&D Systems,
MAB257
Kozie poliklonalne przeciwciato
przeciwko szczurzemu biatku Jaggedl,
Systems, AF599

skierowane
R&D

Szczurze monoklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko biatku myszy Wnt-3a, R&D Systems,
MAB1324

Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko ludzkiemu biatku BMP-4, R&D
Systems, MAB757

Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko ludzkiemu biatku Shh (N-korncowy
fragment), R&D Systems, MAB4641

Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko ludzkiemu biatku Dkk-1, R&D Systems,
MAB10961

Kozie poliklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko szczurzemu biatku notch-2, R&D
Systems, AF1190

Wyniki przedstawiono w postaci wspoétczynnika zmiany odbicia fal elektromagnetycznych

(ang. reflectivity difference) od powierzchni ztotej pryzmy z nakroplonymi biomolekutami po

adsorpcji okreslonych przeciwciat.
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Ryc.11. Schemat dziatania plazmonowego rezonansu powierzchniowego (zmodyfikowane z

/http://www.unitus.it/biophysics/RicercaEn file/spr%20sito.htm)

3. Neuralne komorki macierzyste izolowane z krwi pepowinowej

3.1 Standardowa hodowla komorek HUCB-NSC

Linia komdrek HUCB-NSC utrzymywana jest w ciggtej hodowli w pozywce zawierajgcej:
DMEM/F12, 2%FBS, insuline-transferyne-selenian (ITS, 1:100, Gibco), AAS (1:100, Immuniq)
w standardowych warunkach wilgotnosci (98%) i zawartosci CO, (5%). Wymiana pozywki
przeprowadzana jest 2 razy w tygodniu, pasazowanie nastepuje co dwa tygodnie przy uzyciu
trypsyny/EDTA (0,025%, Immuniq). Pozywka bezsurowicza zawiera DMEM/F12, suplement
B27 (1:50, Gibco), EGF (20ng/ml), AAS (1:100) i stuzy do utrzymywania komérek w hodowli
jako populacja komoérek ptywajacych, niezréznicowanych morfologicznie i tworzacych
neurosfery.

Do przeprowadzenia wszystkich doswiadczern komorki HUCB-NSC, rosngce w butelce
hodowlanej o powierzchni 25cm® w pozywce zawierajacej 2% surowicy zostaty przeptukane
PBS, a nastepnie zbierane przez trypsynizacje, (0,7 ml trypsyny na butelke, 1,5 minuty w
37°C, dodanie pozywki zawierajacej surowice w celu inaktywacji trypsyny). Komorki

wirowano (1000rpm), a nastepnie liczono przy uzyciu komory Burkera lub urzadzenia do
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automatycznego liczenia komoérek Cell Counter (Invitrogen) okreslajgcego réwniez
zywotnoé¢ komdrek. Zywotnoéé wynosita nie mniej niz 95%. Komérki byly wysiewane w
okreslonych gestosciach, w zaleznosci od rodzaju doswiadczenia (Ryc.12). Po zakoriczonym

doswiadczeniu komdrki zostaty utrwalone i poddane analizie.

3.2. Hodowla komérek HUCB-NSC na domenach biofunkcjonalnych

3.2.1 Hodowla HUCB-NSC na mikroplatformach wykonanych technikg drukowania

mikrokontaktowego

Platformy do wzrostu komérek w postaci polistyrenowych szalek Petriego o przekroju
3 cm zawierajgce wzory domen biofunkcjonalnych o réznym ksztatcie wielkosci i
rozdzielczosci (patrz punkt 1.1) drukowane mikrokontaktowo poli-L-lizyng lub fibronektyna
zostaty wysterylizowane 15-sto minutowg ekspozycjg na promienie UV. Nastepnie wysiano
komérki w okreslonej gestosci (Ryc.12), w pozywce bezsurowiczej i zawierajgcej 2% FBS. Po

jednym dniu wymieniono pozywke, odptukujgc nieprzyklejone komarki.

3.2.2. Hodowla HUCB-NSC na mikroplatformach wykonanych technikg dozowania

mikrokropli

Standardowe szkietka mikroskopowe z nakroplonymi domenami (fibronektyna plus
biatka sygnatowe) zostaty poddane 15 minutowej sterylizacji swiattem UV. Nastepnie
wysiano komdrki w pozywce surowiczej, w gestosci 2x10* komorek/cm?. Przez pierwsza
godzine inkubacji co 10 minut wytrzasano szalke przez 10 sekund w celu réwnomiernej
dystrybucji komdrek po catym szkietku. Nastepnie po 3 godzinnej stacjonarnej inkubacji
szkietka przektadano do nowej czystej pozywki w celu pozbycia sie nadmiaru komorek. Po 4
dniach hodowli komorki zostaty bardzo delikatnie przeptukane PBS o temp. 37°C i utrwalone

4% PFA o temp. 37°C i poddane analizie immunocytochemiczne;.
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4. Badanie procesow rozwojowych komorek HUCB-NSC hodowanych

na domenach biofunkcjonalnych

4.1. Plan wariantéw doswiadczalnych z wykorzystaniem powierzchni

mikrodrukowanych i mikronakraplanych

W celu sprawdzenia czy i w jakim stopniu architektura domen, ich sktad i warunki
hodowlane wptywajg na decyzje rozwojowe komdrek HUCB-NSC zastosowano rézne ukfady

doswiadczalne.

4.1.1. Okreslenie morfologii komorek HUCB-NSC rosngcych na poli-L-lizynie i fibronektynie

Hodowla komodrek HUCB-NSC w standardowych warunkach charakteryzuje sie
okreslonymi parametrami morfologii i réznicowania. W tym celu wysiano komaérki HUCB-NSC
na podfoza o réznym charakterze oddziatywan z powierzchnig komorki, na szkietka pokryte
poli-Llizyng (25ug/ml) badz fibronektyng (42ug/ml), a takze na platformy pozycjonujgce
pojedyncze komdrki, w warunkach przedstawionych na Rycinie 12. Wizualizacje

przeprowadzono w mikroskopie elektronowym skaningowym i transmisyjnym.

4.1.2. Badanie adhezji HUCB-NSC na wielokomdrkowych mikrodrukowanych powierzchniach

biofunkcjonalnych

W celu zbadania adhezji komdrek HUCB-NSC zaleznej od niespecyficznego i
specyficznego (receptorowego) oddziatywania z podtozem wykorzystano platformy
pozycjonujgce grupy komorek o domenach kwadratowych (Ryc. 12). Ocena adhezji odbywata
sie po wykonaniu zdje¢ w mikroskopie kontrastowo fazowym po 1 i 7 dniach, a nastepnie

zliczaniu komérek przypadajgcych na domene.

4.1.3. Badanie proliferacji HUCB-NSC na wielokomorkowych mikrodrukowanych

powierzchniach biofunkcjonalnych

W celu zbadania proliferacji komdérek HUCB-NSC zaleinej od zastosowanej
poczatkowej gestosci wysiania, zmiennej pozywki hodowlanej i czasu trwania hodowli
wykorzystano domeny o wzorze kwadratéow o boku 120um oddalonych od siebie o 120um.
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Na domeny mikrodrukowanie poli-L-lizyng lub fibronektyng wysiano komorki w pozywce
bezsurowiczej badz zawierajgcej 2% surowicy w trzech gestosciach poczatkowych: niskiej (L)
1x10* komérek/cm?, $redniej (M) 2,5x10* komérek/cm? i duzej (H) 5x10* komérek/cm?. Po 24
godzinach zmieniono pozywke odptukujgc nieprzyklejone komodrki. Komorki zostaty
przeptukane PBS, utrwalone 4% PFA po 2, 4 i 7 dniach hodowli i poddane analizie

immunocytochemicznej na obecnos¢ markera proliferacji Ki67.

4.1.4. Badanie réznicowania HUCB-NSC immobilizowanych do domen wielokomdrkowych

W celu weryfikacji tezy o mozliwosci kontroli réznicowania komoérek HUCB-NSC przy
pomocy architektury i sktadu domen biofunkcjonalnych wysiano HUCB-NSC w pozywce
bezsurowiczej lub surowiczej dodatkowo wzbogaconej o czynnik rdznicujgcy dbcAMP
(100uM) i po 7 dniach utrwalono hodowle. Liczono komérki przypadajgce na kwadrat o boku
120um i wykonano znakowanie immunocytochemiczne (na obecnos¢ markeréw

réznicowania neuronalnego: B-tubulina Il i MAP-2 oraz astrocytarnego GFAP oraz S1008).

4.1.5. Zmiany fenotypowe komorek HUCB-NSC rosngcych na domenach pozycjonujgcych

pojedyncze komorki

W celu okreslenia wptywu pozycjonowania pojedynczych komdrek na morfologie i
réznicowanie komoérek HUCB-NSC wykorzystano domeny jednokomérkowe (kwadraty o
boku 10pm oraz linie o szerokosci 10um). Komérki HUCB-NSC wysiano w gestosci 2,5x10"
komérek/cm? w pozywce bezsurowiczej lub surowiczej, po 24 godzinach zmieniono pozywke
na $wiezg odptukujgc nieprzyklejone komorki. Po uptywie 1 i 7 dni hodowle utrwalono i

wykonano znakowanie immunocytochemiczne (na obecno$¢ markeréw: beta-tubuliny llI,

GFAP, MAP-2, koneksyny 43).

4.1.6. Roéznicowanie komorek HUCB-NSC na mikronakraplanych domenach

biofunkcjonalnych

Wptyw biatek macierzy zewnatrzkomadrkowej i biatek sygnatowych na réznicowanie

HUCB-NSC okreslano ilosciowo na podstawie analizy immunocytochemicznej obecnosci
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markeréw GFAP i B-tubuliny Il w wyznakowanych komdrkach zasiedlajgcych domeny i

przedstawiono jako odsetek komdrek posiadajgcych badany marker.
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5. Analiza immunocytochemiczna Kkomdrek na domenach

biofunkcjonalnych

W kazdym wariancie doswiadczalnym po okreslonej liczbie dni hodowli, komorki
zostaty przeptukane PBS o temp. 37°C, nastepnie utrwalone w 4% PFA w temperaturze
pokojowej przez 15 minut. Po 2-krotnym przeptukaniu PBS (10 minut) natozono 0,1% Triton
X-100 (15 minut) w celu permeabilizacji btony komdrkowej. Nastepnie, dla unikniecia
niespecyficznego wigzania przeciwciat, blokowano odstoniete epitopy biatkowe 10%
surowicg kozig (NGS -normal goat serum) przez 60 minut, po czym przeprowadzono reakcje z
przeciwciatami I-rzedowym, pozostawionymi na noc w 4°C. Po 3-krotnym przeptukaniu PBS
natozono odpowiednie przeciwciata ll-rzedowe koniugowane z fluorochromami na 1 godz. w
temperaturze pokojowej. Rodzaje i rozcieniczenia przeciwciat pierwszo i drugorzedowych
przedstawiono odpowiednio w tabelach 2 i 3. Aby uwidoczni¢ jgdra komdrkowe uzyto 5uM
Hoechst 33258 (Sigma), (20 minut, temp. pokojowa). Po zakoriczeniu ptukania preparaty
zostaty zamkniete przy uzyciu substancji Dakocytomation Fluorescent Mounting Medium

(DakoCytomation).
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Tabela 2. Przeciwciata pierwszorzedowe uzyte w badaniach immunocytochemicznych

Przeciwciata pierwszorzedowe izotyp .P,r oduc.ent,
rozcieiczenie, nr kat.

Mysie monoklonalne skierowane przeciwko B- | IgG 2b Sigma, 1:1000
tubulinie Il
Mysie monoklonalne skierowane przeciwko IgG1 NovoCastra, 1:500
biatku Ki-67
Mysie monoklonalne skierowane przeciwko IgG1l Chemicon 1:500
biatku Nestynie
Mysie monoklonalne skierowane przeciwko IgG1l Sigma, 1:750
biatku MAP-2
Mysie monoklonalne skierowane przeciwko IgG1l Millipore, 1:500
koneksynie 43
Krodlicze poliklonalne przeciwciato skierowane | IgG H+L Cappel, 1:500
przeciwko kwasnemu biatku wiékienkowemu
(ang. glial fibrillary acidic protein,GFAP
Krodlicze poliklonalne przeciwciato skierowane | IgG H+L Swant, 1:2000
przeciwko biatku S100b
Mysie monoklonalne przeciwciato skierowane | IgG2a Sigma, 1:500
przeciwko biatku TUJ

Tabela 3. Przeciwciata drugorzedowe uzyte w badaniach immunocytochemicznych

Przeciwciata drugorzedowe Producent, rozciericzenie

Alexa Fluor 488 kozie skierowane przeciw Invitrogen,1:1000
mysiej czgsteczce IgG1

Alexa Fluor 546 kozie skierowane przeciw Invitrogen,1:1000
mysiej czgsteczce IgG1

Alexa Fluor 488 kozie skierowane przeciw Invitrogen,1:1000
mysiej czgsteczce 1gG2b

Alexa Fluor 546 kozie skierowane przeciw Invitrogen,1:1000
mysiej czgsteczce 1gG2b

Alexa Fluor 546 kozie skierowane przeciw catej | Invitrogen,1:1000
czasteczce kréliczej H+L

6. Analiza mikroskopowa komodrek na hodowanych na poli-L-lizynie i
fibronektynie

Podczas trwania hodowli komérki obserwowane bylty w mikroskopie z kontrastem

fazowym Axiovert (Zeiss), natomiast preparaty wykonane technikg immunocytochemiczng
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analizowano przy uzyciu mikroskopu Axioscope 2 (Zeiss) potaczonego z kamerg cyfrowg
AxioCam MRmv.2 i programu AxioVision Rel.4.8. badz mikroskopu konfokalnego LSM 510

(Zeiss).
6.1. Analiza z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego

W celu przeprowadzenia analizy komodrek w transmisyjnym mikroskopie elektronowym
komorki utrwalono w 1% PFA i 1,25% glutaraldehydzie w buforze kakodylanowym o pH 7.4
przez 20 godz. Nastepnie materiat zostat ponownie utrwalany w 1% czterotlenku osmu
(0s04) z dodatkiem 0,8% K4FeCNg przez 2 godz. Komodrki odwodniono w szeregu rozcienczen
alkoholu etylowego o wzrastajgcym stezeniu od 30% do 99,8% a nastepnie ptukano tlenkiem
propylenu. Przed zatopieniem materiatu w zywicy komorki przesycono mieszaning zywic
(epon 812) z tlenkiem propylenu w stosunku 1:3 (20 min.), 1:1 (40 min.) i 3:1 (2 godz.).
Materiat zatopiono w zywicy i pozostawiono 24 godz. w temperaturze pokojowej, a
nastepnie na 2 doby w temp. 60°C. Bloczki z zatopionym materiatem zostaty pokrojone na
ultramikrotomie LKB NOVA na skrawki o grubosci 600A. Po naniesieniu skrawkéw na
miedziane siatki skrawki wybarwiono roztworem wodnym octanu uranylu przez 15 min.
Nastepnie materiat przeptukano kilkakrotnie w wodzie destylowanej i wysuszono, po czym
dobarwiono roztworem cytrynianu ofowiu przez 10 min. w obecnosci wodorotlenku sodu. Po
ponownym przeptukaniu w wodzie destylowanej i wysuszeniu, skrawki analizowane byty w
transmisyjnym mikroskopie elektronowym JEOL 1011 (wspétpraca z Pracownig Mikroskopii

Elektronowej IMDiK PAN im. M. Mossakowskiego).
6.2 Analiza z uzyciem skaningowego mikroskopu elektronowego

W celu wizualizacji komérek w skaningowym mikroskopie elektronowym materiat
zostat utrwalony w 1% PFA i 1,25% glutaraldehydzie w buforze kakodylanowym o pH 7.4
przez 2 godz., nastepnie dotrwalony w 1% czterotlenku osmu (0OsO,) i odwodniony w szeregu
rozcienczen alkoholu etylowego i acetonu. Komorki zostaty wysuszone w punkcie
krytycznym, pokryte czgsteczkami ztota i analizowane w mikroskopie JEOL JSM-6390LV

(wspbtpraca z Pracownig Mikroskopii Elektronowej IMDiK PAN im. M.Mossakowskiego).

-56 -



7. Analiza statystyczna

W przeprowadzonych doswiadczeniach liczono komérki pozytywne pod wzgledem
danego markera/antygenu w przeliczeniu na wszystkie komérki na danej powierzchni, z co
najmniej trzech powtdrzern eksperymentu. Analize statystyczng wykonano w programie
GraphPad Prism 5.0, wykorzystujgc test Mann’a Whitney’a dla poréwnania dwdch
niezaleznych grup. Jednoczynnikowa analiza wariancji (ang. One-Way Analysis of Variance,
One-Way ANOVA) z testem wielokrotnych poréwnan Bonferroni zostata uzyta dla
porownania wiecej niz dwdéch grup danych. Dla poréwnaina wiecej niz dwdch grup danych z
wartosciami kontrolnymi uzyto jednoczynnikowej analizy wariancji z testem Dunnett’a.
Istotno$é statystyczng otrzymanych wynikéw okreslono dla wartosci S$rednich z

zaznaczeniem odchylenia standardowego (SD) lub btedu standardowego(SE) dla p<0,05.
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IV. Wyniki

1. Rodzaje otrzymanych mikroplatform z  powierzchnia

biofunkcjonalng

1.1. Geometria i sktad powierzchni biofunkcjonalnej otrzymanej technikq

mikrodrukowania

(\A
0!4.\«
GOy

Ryc.13. Immobilizacja do podtoza komdrek HUCB-NSC na powierzchni mikrodrukowanej
domenami biofunkcjonalnymi o réznym ksztatcie i wielkos$ci. Komérki HUCB-NSC rosngce na
domenach jednokomérkowych o ksztatcie znaczkéw o boku 10um (A), i linii (B),
odseparowanych kwadratéw o boku 120 um (C) oraz kwadratéw potgczonych liniami (D).
Skala= 100pm.

Metoda mikrodrukowania umozliwia zaprojektowanie i wykonanie domen o
réznorakich wymiarach, ksztatcie i rozdzielczosci. W niniejszej pracy otrzymano i
zastosowano domeny biofunkcjonalne pozycjonujace grupy komorek, o ksztatcie kwadratéw
o boku 120 um oddalonych od siebie na 120um lub potgczonych liniami o grubosci 15um

(Ryc. 13 C, D). Otrzymano réwniez mikroplatformy o duzej rozdzielczosci, z domenami
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biofunkcjonalnymi pozycjonujgcymi pojedyncze komérki. Mate domeny - kwadraty o boku
10pum miaty na celu pozycjonowanie pojedynczych komérek, oraz linie o szerokosci 10um lub
20um (Ryc. 13 A i B ), ktére ,wymuszajg” utozenie pojedynczych komdrek obok siebie,
wzdtuz okreslonej linii. Wtasciwosci antyadhezyjne pomiedzy domenami stanowita warstwa
tlenku polietylenu (PEO-like film) zapewniajgca ograniczenie komérek tylko do powierzchni
domen. Kazdy wzér drukowany byt poli-L-lizyng w stezeniu 25ug/ml badz fibronektyng w
stezeniu 42pug/ml.

Powierzchnie biofunkcjonalne o rdinej geometrii domen zaprojektowano w celu
sprawdzenia, czy zmiana ksztattu i wielko$ci domen, czyli niszy, w ktdrej znajdg sie komaérki
macierzyste ma wptyw na procesy rozwojowe takie jak adhezja, proliferacja i réznicowanie

neuralnych komérek macierzystych pochodzacych z krwi pepowinowej (Ryc.13).

1.2. Geometria i sktad powierzchni biofunkcjonalnej otrzymanej technikq

dozowania mikrokropli

Dozujgc mikrokrople z okreslonym substratem bioaktywnym otrzymujemy domeny o

ksztatcie kota, mozemy jednak regulowaé wielkos¢ i sktad domen (Ryc. 14).

Ryc. 14. Rézna wielkos¢ domen mikronakraplanych, zalezna od ilosci dozowanych
mikrokropli (5, 4- strzatka i 3 krople o objetosci 0,4nl).

W celu okreslenia optymalnej wielko$ci domen do dalszych doswiadczen (patrz Wyniki
punkt 5.3) przeprowadzono analize wielko$ci domen i ilosci komdrek adherujgcych do tych
domen. Ustalano, ze optymalna wielkos¢ domen do badan zwigzanych z analizg

réznicowania HUCB-NSC w réznych warunkach mikrosrodowiska to domena o $rednicy ok.
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250um (Ryc. 1 strzatka). Srednia liczba komérek adherujacych do takiej domeny zawierajacej

fibronektyne o stezeniu 84 pug/ml wynosi okoto 100 komérek.

2. Charakterystyka komorek HUCB-NSC w hodowli kontrolnej

2.1. Analiza w kontrascie fazowym komérek HUCB-NSC w warunkach

standardowych i referencyjnych

Linia komérek HUCB-NSC hodowana w standardowych warunkach, czyli w pozywce z
dodatkiem 2% surowicy bydlecej (FBS) oraz suplementem ITS, na podtozu plastikowym
charakteryzuje sie wystepowaniem komérek niezréznicowanych, okragtych, ptywajacych w
toni (lub lekko osiadtych na warstwie komérek przylegajgcych) oraz komérek przylegajacych,
majacych tendencje do spontanicznego rdznicowania w fenotypy neuralne: neurony,
astrocyty i oligodendrocyty (Buzanska i wsp.2006, Ryc. 15 A). Takie komérki stanowity
populacje wyjsciowg do badan proceséw rozwojowych HUCB-NSC na domenach

biofunkcjonalnych.

W celu zbadania zmian fenotypu komodrek w wyniku przytwierdzenia komoérki do
podtoza w warunkach hodowli prowadzonych na domenach biofunkcjonalnych, zatozono
hodowle referencyjne HUCB-NSC. Hodowla komoérek HUCB-NSC referencyjna prowadzona
byta na powierzchniach pokrytych dwoma réznymi substratami: poliaminokwasem poli-L-
lizyng lub biatkiem macierzy zewnatrzkomérkowej — fibronektyng, poniewaz substraty te sg
gtéwnym sktadnikiem domen biofunkcjonalnych badanych w niniejszej pracy. Hodowle
prowadzono w pozywce bezsurowiczej lub z dodatkiem 2% surowicy (Ryc. 15 B,C). Zaréwno
na poli-L-lizynie jak i na fibronektynie komérki adherowaty do podtoza, tworzac jednolitg
warstwe, przy czym na poli-L-lizynie byty mniejsze i bardziej zaokraglone niz na fibronektynie

(Ryc. 15Bi C).
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Ryc. 15 Standardowa hodowla komdérek HUCB-NSC na powierzchni plastikowej (A) i w
warunkach referencyjnych na poli-L-lizynie (B) lub fibronektynie (C) w pozywce hodowlanej
zawierajgcej 2% surowicy. Zdjecie wykonane w mikroskopie kontrastowo-fazowym.
Skala=100um.

2.2. Fenotyp HUCB-NSC w hodowli referencyjnej

Wizualizacja komdrek w mikroskopie elektronowym umozliwia bardziej szczegdtowa
ocene morfologii i wewngatrzkomdrkowej ultrastruktury HUCB-NSC w réznych warunkach
hodowli. Analiza taka pozwala na ocene interakcji na poziomie komérka-komarka i komaérka-

substrat, a takze wptywu zawartosci pozywki hodowlane;j.

2.2.1. Morfologia komorek rosngcych w hodowli na poli-L-lizynie

Komorki linii HUCB-NSC rosngce w standardowych warunkach, na pokrytych poli-L-
lizyng szkietkach wykazywaty morfologie komérek niezréznicowanych (Ryc.16 A-D). Komorki
w wiekszosci pozostawaty okragte, stabo przytwierdzone do podfoza, ubogie w organelle
wewnatrzkomdrkowe. Obserwowano niewielkg powierzchnie kontaktu komoérek z podtozem
(Ryc. 16A), jak roéwniez ograniczony kontakt miedzy sasiadujgcymi komdrkami. W
cytoplazmie komodrek obserwowano duzg ilos¢ filamentéw, ktére w mikroskopie
elektronowym odpowiadajg grubosci filamentéw posrednich (o srednicy 10 nm). Cechy
morfologiczne komdrek hodowanych na PLL mogg $wiadczy¢ o ich niskiej aktywnosci (jadra z
niewielkg iloscig heterochromatyny). Komorki ubogie w organella komdrkowe, to
prawdopodobnie komérki o niskim stopniu zréznicowania. Dodatkowo, komdrki hodowane
w pozywce bezsurowiczej wykazywaty obecnosé licznych filopodii i drobnych wypustek (Ryc.

16B). W badanym materiale wystepowaty réwniez komérki w trakcie metafazy podziatu

-61-

http://rcin.org.pl



komdrkowego (obecne w cytoplazmie chromosomy) (Ryc. 16 D). Komorki rosngce na poli-L-

lizynie charakteryzowaty sie stabg adhezjg do substratu, tatwo ulegajgc rozproszeniu.

2.2.2. Morfologia komorek rosngcych w hodowli na fibronektynie

Komorki linii HUCB-NSC rosngce w warunkach referencyjnych, na szkietkach pokrytych
fibronektyng, silnie przylegaty do podtfoza i byty znacznie rozptaszczone (Ryc. 16E-H). Analiza
mikroskopowo-elektronowa (mikroskop transmisyjny) wykazata obecnos¢ komodrek z
mniejszg iloscig mikrowypustek/mikrokosmkdéw, zwtaszcza w pozywce z zawartoscig 2%
surowicy (Ryc. 16 G) oraz duzg powierzchnie kontaktu miedzykomérkowego. Podkreslié
nalezy, ze komérki rosngce w pozywce pozbawionej surowicy nie tworzyty zwartych skupisk,
nie byty scisle upakowane, czesto posiadaty dtugie wypustki (Ryc. 16F, H, strzatka).
Cytoplazma komodrek rosngcych na fibronektynie wykazywata duzg ilos¢ organelli
wewnatrzkomérkowych, takich jak rozbudowany aparat Golgiego, mocno rozwinieta
siateczka Srédplazmatyczna oraz dzielgce sie mitochondria (Ryc. 16 G i H). Cechy
morfologiczne jgder komodrkowych wskazujg na obecnos¢ komérek o réinym stopniu
aktywnosci (rézna zawartos$é heterochromatyny). Ogniskowo, cechy morfologiczne potgczen
miedzykomodrkowych wskazujg na potgczenia typu szczelinowego (ang. gap junction) (Ryc.
16G, strzatka). Morfologia komdrek w obrazach z mikroskopu elektronowego (bogactwo
organelli wewnatrzkomodrkowych, ryc. 16 G i H) wskazuje na wyzszy stopien zréznicowania
komodrek rosngcych na powierzchniach pokrytych fibronektyng w poréwnaniu z komérkami

rosngcymi na poli-L-lizynie.
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PLL 2% serum PLL SF
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20kV 3. X2,000  10pm
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FN 2% serum

20kV  X1,000 10pm 20kV  X2,000 10pm

Ryc.16 Mikrofotografie komorek HUCB-NSC rosngcych na poli-L-lizynie (A-D) lub
fibronektynie (E-H) w dwodch pozywkach hodowlanych: 2% surowicy i w pozywce
bezsurowiczej wykonane w elektronowym mikroskopie skaningowym (A,B,E,F) i
transmisyjnym (C,D,G,H). Gwiazdkg oznaczono komodrke w trakcie podziatu (D), strzatki
oznaczajg pofaczenia pomiedzy komdrkami hodowanymi na fibronektynie, zawierajgcymi
liczne organelle wewnatrzkomdrkowe (mitochondria — M, aparat Golgiego —G; G,H)
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3. Zastosowanie mikrodrukowanych powierzchni biofunkcjonalnych
(matryc wielokomorkowych) w badaniu procesow rozwojowych

HUCB-NSC

3.1. Adhezja komdérek HUCB-NSC po jednym dniu hodowli na

powierzchniach mikrodrukowanych, pozycjonujqcych grupy komdrek

Liczba i ksztatt komédrek przytwierdzonych do badanych powierzchni zalezy od typu
stosowanego substratu oraz obecnosci surowicy. Wiasciwosci adhezyjne HUCB-NSC do
domen drukowanych poli-L-lizyng lub fibronektyng przedstawione sg w postaci histogramu
(Ryc. 17). Komorki zostaty wysiane w gestosci 2.5 x 10% na cm?. Nadmiar komérek, ktére sie
nie przykleity zostat usuniety po catonocnej inkubacji, nastepnie stan hodowli oceniano w
mikroskopie kontrastowo-fazowym. Obecnos¢ komaérek, ktére nie przykleity sie do domen i
ptywaty w toni nie wptyneta na wtasciwosci antyadhezyjne PEO, na co wskazuje duzy
kontrast pomiedzy domenami drukowanymi biomolekutami a przestrzenig niepokrytg
komérkami. Komérki HUCB-NSC pokrywaty caty obszar domen fibronektynowych, dobrze
przylegajagc i silnie rozptaszczajgc sie zarédwno w warunkach surowiczych jak i
bezsurowiczych, natomiast na domenach utworzonych poprzez nadrukowanie poli-L-lizyny
widoczne byty wolne przestrzenie, co swiadczy o braku szczelnego wypetnienia komadrkami,

oraz braku widocznego scistego przylegania (Ryc.18).

Fibronektyna indukuje silng adhezje, dlatego tez ,rozptaszczony” fenotyp limituje
liczcbe komoérek przypadajgcych na jednostke powierzchni (kwadrat). Liczba komorek
przytaczajacych sie do domen drukowanych fibronektyng w warunkach surowiczych (19 + 5
komodrek na kwadrat o boku 120um) jak i bezsurowiczych (23 +6 komoérek) nie rdézni sie
statystycznie (Ryc. 17). Liczba komdrek przylegajacych do domen pokrytych poli-L-lizyng w
obecnosé¢ 2% surowicy (32t 9 komodrek) jest znaczagco wieksza w poréwnaniu do domen
pokrytych fibronektyng (p <0,01), poniewaz komodrki pozostawaty okragte, co umozliwiato
adhezje wiekszej liczby komérek na kwadracie domeny biofunkcjonalnej. Pozywka
pozbawiona surowicy dodatkowo wzmacniata ten efekt, gdzie liczba komoérek
przypadajgcych na badang powierzchnie osiggneta 51 +7 komoérek (p<0,01) (Ryc.17). Uzyte w

doswiadczeniu domeny funkcjonalne, drukowane poli-L-lizyng i fibronektyng, wskazujg na
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istotng rdznice, zaréwno morfologi, jak i liczby adherujgcych komérek, zalezng od rodzaju
oddziatywania pomiedzy powierzchnia domen, a bftong komérkows: oddziatywanie
specyficzne, receptorowe na fibronektynie limituje liczbe komodrek i umozliwia sciste
przyleganie, podczas gdy niespecyficzne, elektrostatyczne oddziatywanie poliaminokwaséw z

powierzchnig komdrki umozliwia adhezje wiekszej liczby niezréznicowanych komorek.

Adhezja HUCB-NSC 1 DIV

[
T 80 "
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R ]
O T T T 1
PLL 2% FBS PLL SF Fn 2% FBS Fn SF

Ryc.17. Liczba komodrek HUCB-NSC na domenach o ksztatcie kwadratow o boku 120um,
drukowanych poli-L-lizyng (PLL) oraz fibronektyng (FN), mierzona po jednodniowej hodowli
(1 DIV) w réznych warunkach hodowli: w obecnosci 2% surowicy (2% FBS) oraz w pozywce
bezsurowiczej (SF). Woyniki przedstawiajg $rednie (£SD) z trzech niezaleznych
eksperymentéw. Testem ANOVA z testem dodatkowym Bonferroni sprawdzono istotnos¢
statystyczng pomiedzy grupami, *p<0,01.

3.2. Adhezja i réznicowanie komorek HUCB-NSC po siedmiu dniach
hodowli na powierzchniach mikrodrukowanych, pozycjonujgcych grupy

komorek

Po siedmiu dniach hodowli ponownie zbadano adhezje a takze réznicowanie HUCB-

NSC na mikrodrukowanych powierzchniach biofunkcjonalnych.

Rycina 18 przedstawia zdjecia z kontrastu fazowego siedmiodniowej hodowli HUCB-
NSC w rdinych pozywkach hodowlanych. Komérki HUCB-NSC rosngce w warunkach

kontrolnych na poli-L-lizynie pozostajg w wiekszosci okragte, luzno przytwierdzone do
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podtoza, czesto migrujg poza powierzchnie pokrytg poli-L-lizyng, (Ryc.18A, Ryc. 19). Dodanie
dBcAMP indukuje fenotyp przypominajgcy neurony i ukierunkowuje wzrost wypustek
komdrek mocniej przytwierdzonych do podtoza w linie faczgce domeny (Ryc.18B strzatka).
Pozywka bez dodatku surowicy utrzymuje stabilno$é wzoru (Ryc. 18C, D- brak migrujgcych
komérek pomiedzy kwadratami, Ryc. 19), komérki pozostajg zaokraglone i w wiekszosci
niezréznicowane. Komorki rosngce na fibronektynie w warunkach kontrolnych sg scisle
przytwierdzone do podtoza (Ryc. 19), niektére pozostajg okragte, szczelnie wypetniajg
zajmowang powierzchnie (Ryc.18 E, G). W s$rodowisku rdéznicujgcym, zaréwno w obecnosci
jak i braku surowicy mozna zaobserwowac dtugie wypustki komérek, prowadzone w liniach

taczacych sgsiadujgce kwadraty (Ryc. 18 F, H strzatki).
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Kontrola 7 DIV

2% FBS

Pozywka bezsurowicza

2% FBS

Pozywka bezsurowicza

Fibronektyna

Ryc.18 Komodrki HUCB-NSC na powierzchniach drukowanych poli-L-lizyng (A-D) lub
fibronektyng (E-H) w siodmym dniu hodowli (7DIV), w warunkach kontrolnych (obecnos$é 2%
surowicy lub pozywka bezsurowicza) i réznicujacych (dodatek 100uM dBcAMP). Linie tgczgce
domeny kierunkujg wzrost wypustek neuronalnych (strzatki). Skala = 100um.
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Ryc.19. Sekwencja zdje¢ przedstawiajgcych zalezng od typu adhezji migracje komérek HUCB-
NSC na domenach biofunkcjonalnych. Strzatki wskazujg te samg komoérke podczas 24-
godzinej obserwacji. Komdrki na poli-L-lizynie intensywnie sie przemieszczajg z jednej

domeny na drugg (A), natomiast na fibronektynie (B) nie opuszczajg domeny, a ich ruch
ograniczony jest jedynie do miejsca przylegania do powierzchni adhezyjne;j.

Dla zréznicowania komoérek hodowle prowadzono z dodatkiem 100uM dBcAMP do
pozywki zawierajgcej lub pozbawionej surowicy (Ryc.20). W warunkach kontrolnych (bez
dodatku czynnika réznicujgcego) liczba komérek przypadajgcych na jednostke badanej
powierzchni byfa podobna lub wieksza (dla poli-L-lizyny) od adhezji w pierwszym dniu
hodowli (Ryc. 20). Najwiekszg liczbe komdrek w porédwnaniu z innymi wariantami
doswiadczalnymi obserwowano na poli-I-lizynie w pozywce pozbawionej surowicy (125 +£29).
Dodatek dBcAMP zaréwno w hodowli prowadzonej na fibronektynie jak i poli-L-lizynie
znaczaco obnizat ilos¢ zaadherowanych komoérek w porédwnaniu do kontroli (Ryc. 20).
Czynnik rdznicujacy dodano do hodowli 24 godz. po jej zatozeniu, aby nie wptywat na
adhezje i rozptaszczanie komorek. Indukujgc réznicowanie dBcAMP spowodowat pozostanie

na PLL tylko komdrek dobrze przytwierdzonych i takich, ktére zaczety tworzyé wypustki.
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Ryc.20. Srednia liczba komérek HUCB-NSC obserwowanych na kwadratach drukowanych
poli-L-lizyng lub fibronektyng w warunkach kontrolnych (obecno$¢ 2% FBS lub pozywka
bezsurowicza-SF) i rdznicujgcych (dodatek dBcAMP), mierzona siddmego dnia hodowli
(7DIV). Wyniki przedstawiajg $rednie (+SD) z trzech niezaleznych eksperymentdow. Testem
ANOVA 7z testem dodatkowym Bonferroni sprawdzono istotnos¢ statystyczng pomiedzy
grupami, (#SD), * p<0,01.

Przeprowadzono analize immunocytochemiczng komodrek hodowanych na
powierzchniach drukowanych poli-L-lizyng badZ fibronektyng w warunkach kontrolnych i
réznicujacych, w obecnosci dBcAMP. Komorki zréznicowane w kierunku neuronalnym
wykazywaty ekspresje beta-tubuliny 1l i MAP-2, natomiast rdéznicowanie w kierunku

astrocytarnym okreslano na podstawie ekspresji GFAP lub S100p8 (Ryc. 21).
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Kontrola 7DIV dBcAMP 7DIV

2% FBS

Pozywka bezsurowicza

2% FBS

Pozywka bezsurowicza

Fibronektyna

Ryc. 21. Analiza immunocytochemiczna komérek HUCB-NSC hodowanych na domenach
mikrodrukowanych poli-L-lizyng (A-D) lub fibronektyng (E-H) na obecnos¢ markerow:
neuronalnego beta-tubuliny Il (kolor zielony) i astrocytarnego GFAP (kolor czerwony).
Komorki wykazujgce wspdlwystepowanie B-tubuliny 11l i GFAP zaznaczono strzatkami (E,G).
Jadra komérkowe wybarwione Hoechst 33258 (niebieski). Skala = 100 um.
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Kontrolne warunki bezsurowicze, zarédwno w przypadku hodowli naPLL jak i na FN
sprzyjaty utrzymaniu najwiekszej liczby komérek niezréznicowanych (odpowiednio 79.9 + 9
% i65.8 + 7 %, p<0,05) (Ryc. 21, 22). Obecnos¢ surowicy w pozywce sprzyjata wystepowaniu
obserwowanego posredniego fenotypu komoérek, w ktérych zachodzi ko-ekspresja badanych
markerdw, na obu badanych powierzchniach (Tabela 4). W warunkach kontrolnych
neuronalne rdéznicowanie spontaniczne, miato najwyzsza warto$¢ na domenach ‘poli-L-

lizynowych’ w obecnosci surowicy.

W grupie 2%FBS z dodatkiem dBcAMP, posréd komoérek rosngcych na PLL, obserwowano
wiekszg liczbe komadrek B-tubulina 11l pozytywnych niz na FN (45.9 £ 5% vs 24.5 + 6%, p<0,05)
(Tabela 4, Ryc.22). Jednakze morfologia komdrek hodowanych na fibronektynie sugeruje, ze
choé¢ w mniejszosci, wykazujg one bardziej zaawansowany neuronalnie fenotyp (mate,
wyznakowane na zielono komorki na PLL w poréwnaniu do zielonych, wydtuzonych komérek
z wypustkami — na fibronektynie, Ryc. 21). W warunkach bezsurowiczych obecnos¢ dBcAMP
indukowata rdéznicowanie neuronalne najbardziej na kwadratach mikrodrukowanych FN
(58,2 +6,1% vs 28,4+ 7,7 %, p<0,05) (Tabela 4, Ryc.22). Dodatek dBcAMP, w pofgczeniu z
jednoczesnym wycofaniem surowicy z hodowli, indukowat rédznicowanie astrocytarne na PLL,
podczas gdy fibronektyna stymulowata rdznicowanie astrocytarne w warunkach

bezsurowiczych.
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Tabela 4. Odsetek liczby komérek HUCB-NSC niezréznicowanych i wykazujgcych obecnosc
markera GFAP (o charakterze astrocytéw), B-tubuliny Il (o charakterze neurondéw), czy
kolokalizacje badanych markeréw (brak decyzji rozwojowej) przypadajgcych na
mikrodrukowang domene.

% komorek nie % komorek % %
wykazujacych wykazujacych komérek | komodrek z
ekspresji badanych koekspresje y/ ekspresja
markerow badanych ekspresja B-tub 1Nl
niezréznicowanych markeréw GFAP
PLL 2%FBS 56,3+8.3 6,3+3.6 13,2+6.8 | 241+4.7
PLL 2%FBS + dBcAMP 18,6 £3.9 26,4+12.9 9,0£4.9 45,9+6.2
PLL pozywka bezsurowicza 79,9+9.4 2,6+1.4 6,4+3.6 10,8+ 4.2
PLL poiywka bezsurowicza 356+4.1 10,7+ 0.6 253+3.4 | 28,4+7.7
+ dBcAMP
FN 2% FBS 496+ 4 17,4+15 17,7+6.5 | 151+2.8
FN 2% FBS+ dBcAMP 33,1+6.2 14,1+£23 28,2+ 245+5.9
2.01
FN pozywka bezsurowicza 65,8+ 7.5 52+1.2 129+0.1 | 159+%6.1
FN pozywka bezsurowicza + 22,4+45 11,4+7.6 7,8+7 58,2+6.1
dBcAMP
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Ryc.22. Procentowy rozktad fenotypowy komdrek HUCB-NSC na domenach funkcjonalnych,
pokrytych PLL lub FN, w zaleznosci od warunkéw hodowli. Kolor czerwony — ekspresja GFAP,
réznicowanie w kierunku astrocytow, kolor zielony — ekspresja B-tub Il — réznicowanie w
kierunku neurondw, kolor z6tty- koekspresja badanych markeréw,brak decyzji rozwojowej,
kolor niebieski — brak ekspresji badanych markeréw, komérki niezréznicowane.

Poli-1-lizyna Fibronektyna

2% serum

Pozywka bezsurowicza

Ryc. 23. Ekspresja MAP-2 (kolor zielony), biatka $wiadczacego o zaawansowanym
réznicowaniu neuronalnym na domenach mikrodrukowanych poli-L-lizyng lub fibronektyna
w obecnosci 2% surowicy lub w pozywce bezsurowiczej. Kolorem czerwonym wyznakowano
obecnos¢ GFAP, jadra wybarwiono na niebiesko barwnikiem Hoechst 33258. Skala = 100um.
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Po siedmiu dniach hodowli wykonano rowniez znakowanie na obecno$é markera
Swiadczacego 0 zaawansowanym zréznicowaniu neuronalnym — MAP-2, jedynie w
hodowlach prowadzonych bez dodatku dBcAMP, zeby stwierdzi¢, czy sama geometria
domen bez dodatkowe] inkubacji z neuromorfogenami wptynie na réznicowanie HUCB-NSC
(Ryc.23). Zaobserwowano wiekszg liczbe komoérek MAP-2 pozytywnych na domenach
mikrodrukowanych fibronektyng w poréwnaniu z domenami mikrodrukowanymi poli-L-
lizyng, dodatkowo komorki te lokalizowaty sie na obrzezach domen, badz w liniach fgczacych

sgsiadujgce domeny.

3.3. Analiza proliferacji HUCB-NSC na powierzchniach
mikrodrukowanych, pozycjonujqgcych grupy komaorek

Proliferacje HUCB-NSC badano na mikroplatformach z domenami funkcjonalnymi
mikrodrukowanymi poli-L-lizyng lub fibronektyng, o ksztatcie kwadratéw 120/120 pm.
Hodowle komdrek HUCB-NSC prowadzono w warunkach bezsurowiczych lub w obecnosci 2%

FBS w trzech rdznych gestosciach poczgtkowych: niskiej (L), sredniej (M) i duzej (H).

Analize ilosciowg proliferacji wykonano badajgc w komoérkach HUCB-NSC ekspresje biatka
typowego dla komodrek dzielgcych sie - Ki67 w trzech réznych punktach czasowych trwania

hodowli (2, 4i 7 DIV).

3.3.1. Proliferacja na domenach drukowanych poli-L-lizyng

Catkowita liczba komodrek przypadajgca na domene drukowang PLL zalezna byfa od
poczatkowe] gestosci wysiania komédrek i wzrastata stopniowo wraz z uptywem czasu
hodowli. Liczba komérek rosngcych w obydwu pozywkach byta podobna, przy przewadze
liczby komérek w pozywce bezsurowiczej, jednakze réznice istotne statystycznie zanotowano
dopiero dla hodowli w dniu 7 przy sredniej i duzej gestosci wysiania (80 komdrek na kwadrat
w SF vs 47 komédrek w 2% serum, Ryc. 24 A). Analizujgc tempo proliferacji komérek
rosngcych na podtozu poliaminokwasowym obserwuje sie istotng statystycznie przewage
liczby komodrek Ki67-pozytywnych w pozywce bezsurowiczej (Ryc. 24 B), natomiast brak jest
wyraznych réznic pomiedzy poszczegdlnymi dniami hodowli. W pozywce zawierajacej 2%
surowicy, populacja aktywnie proliferujgca w grupie o Sredniej i duzej gestosci wysiania (M i

H) byta wieksza w dniu siédmym od proliferacji w dniu 2 i 4 (Ryc. 24 B). Na domenach
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drukowanych PLL procent komdrek Ki67-pozytywnych byt wyzszy w pozywce bezsurowiczej i
wynosit od ok. 56% do 68%, poczagwszy od dnia drugiego w Sredniej gestosci wysiania do dnia
siédmego, w ktdrym to poziom proliferacji komdérek HUCB-NSC dla wszystkich poczgtkowych

gestosci wysiania osiggajg wartosci od 63% do 68%.
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Ryc. 24 Srednia catkowita liczba komdrek HUCB-NSC przypadajacych na domene
mikrodrukowang poli-L-lizyng (A) oraz odsetek komodrek wykazujgcych obecnosé markera
Ki67 (B), obserwowana po 2, 4 i 7 dniach hodowli w trzech poczatkowych gestosciach
wysiania: niskiej L (1x10* komérek/cm?), éredniej M (2,5x10* komérek/cm?) i duzej H (5x10*
komdrek/cm?), w obecnosci 2% surowicy lub w hodowli bezsurowiczej. Wyniki przedstawiaja
Srednie (xSD) z trzech niezaleznych eksperymentéw. Testem ANOVA z testem dodatkowym
Bonferroni sprawdzono istotno$¢ statystyczng pomiedzy grupami, ****p<0,0001,
***p<0,001, **p<0,01.
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3.3.2. Proliferacja na domenach drukowanych fibronektyng

Proliferacje HUCB-NSC na domenach mikrodrukowanych fibronektyng o zdefiniowanej
powierzchni okreslono, podobnie jak w przypadku poli-L-lizyny, pomiarem liczby komérek w
trakcie trwania hodowli oraz odsetkiem komérek Ki67 pozytywnych. Liczba komérek HUCB
przypadajacych na fibronektynowa kwadratowg domene wzrastata wraz ze zwiekszeniem
gestosci wysiania, a takze wraz z czasem hodowli w obydwu badanych pozywkach
hodowlanych. Nie zaobserwowano znaczacych i powtarzalnych rdéznic pomiedzy liczbg
komédrek w obydwu grupach (2% serum i SF, Ryc. 25 A). Jedyne rdznice w tempie proliferacji
zanotowano siédmego dnia hodowli, gdzie komdrek w trakcie aktywnej fazy cyklu
komérkowego byto wiecej w warunkach bezsurowiczych w niskiej i $redniej poczgtkowej

gestosci wysiania w poréwnaniu do warunkdw surowiczych (Ryc.25 B).
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Ryc. 25. Srednia catkowita liczba komérek HUCB-NSC przypadajacych na domene
mikrodrukowang fibronektyng (A) oraz odsetek komdrek wykazujgcych obecnos$é markera
Ki67 (B), obserwowana po 2, 4 i 7 dniach hodowli w trzech poczgtkowych gestosciach
wysiania: niskiej L (1x10* komérek/cm?), éredniej M (2,5x10* komdrek/cm?) i duzej H (5x10*
komorek/cm?), w obecnosci 2% surowicy i w hodowli bezsurowiczej. Wyniki przedstawiaja
$rednie (+SD) z trzech niezaleznych eksperymentow. Testem ANOVA z testem dodatkowym
Bonferroni sprawdzono istotnos¢ statystyczng pomiedzy grupami,*** p<0,001.

3.3.3. Poréwnanie tempa proliferacji HUCB-NSC na fibronektynie i poli-L-lizynie, korelacja ze

zdolnoscig do réznicowania

Komodrki HUCB-NSC rosngce na fibronektynie odznaczaty sie nizszym tempem
proliferacji niz komérki rosngce na domenach drukowanych PLL. Zaobserwowano, ze w
pozywce bezsurowiczej procent komoérek Ki-67 pozytywnych jest wiekszy w przypadku
hodowli na poli-L-lizynie niz na fibronektynie, w kazdym badanym punkcie czasowym
hodowli. Wyjagtkiem jest wynik obserwowany dla matej gestosci wysiania (L) w dniu drugim
oraz najwiekszej gestosci wysiania (H) w dniu si6dmym (Ryc. 24 B vs Ryc. 25 B, Tabela 5). W
obecnosci surowicy réwniez obserwowano takg tendencje, jednakze statystycznie istotne
réznice pomiedzy stosowanymi biomolekutami obserwowano jedynie w grupach M DIV 4

(p<0,001) i L DIV7 (p<0,001) (Tabela 5).
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Tabela 5. Zestawienie istotnosci statystycznych w roznicy tempa proliferacji pomiedzy
grupami dos$wiadczalnymi, w zaleznosci od warunkéw hodowli. Analize wykonano testem
"One-Way Anova" z pordéwnaniami wielokrotnymi z testem dodatkowym Bonferroni,
p<0,0001 (****), p<0,001 (***), p<0,01 (**), p>0,05 (ns).

PLL vs FN w pozywce z|PLL vs FN w pozywce
dodatkiem 2% FBS bezsurowiczej

LDIV2 ns ns

M DIV2 ns ok

H DIV2 ns ok

L DIV4 ns Hokk

H DIV4 ns ok

M DIV7 ns ok

H DIV7 ns ns

Analiza immunocytochemiczna badanych grup wykazata obecnos¢ na poli-L-lizynie
wielu okragtych, niezréznicowanych komérek Ki67-pozytywnych (Ryc.26), co pozwala
przypuszczaé, ze PLL promuje immobilizacje komédrek z duzg zdolnoscig do proliferacji,
zarébwno w obecnosci jak i przy braku surowicy w pozywce. 2 % surowica w pozywce
stymuluje neuronalne ukierunkowanie komoérek HUCB-NSC obecnych na PLL (wiecej
komodrek B-tubulina Il — pozytywnych na Ryc. 26 A niz Ryc. 26 B) i spadek aktywnosci
proliferacyjnej. Z kolei na fibronektynie komérki pozostaja mocno przytwierdzone do
podfoza, zajmujac wiekszg przestrzen dostepnej domeny (Ryc. 26 C i D), a takze wykazuja
znakowanie markerem neuronalnym w obydwu badanych warunkach hodowlanych, przy
czym pozywka bezsurowicza promuje wytwarzanie cienkich neuronalnych wypustek.
Réznicowaniu towarzyszy spadek aktywnosci proliferacyjnej (mniejsza liczba komoérek Ki67+).
Obserwacje z uzyciem mikroskopu elektronowego, jak réwniez analiza rdéznicowania
komodrek HUCB-NSC na domenach o ksztatcie kwadratéw potgczonych liniami (Ryc. 21, Ryc.
23) potwierdzajg obserwacje zwigzane z wiekszym zaawansowaniem rdznicowania i
spadkiem aktywnosci proliferacyjnej na domenach fibronektynowych w poréwnaniu z

domenami poli-L-lizynowymi.
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Ryc. 26. Analiza proliferacji HUCB-NSC wysianych w gestosci 2,5x10% komérek/cm?, na
mikroplatformach drukowanych poli-L-lizyng (A,B) lub fibronektyng (C,D). Zielonym kolorem
wyznakowano komoérki wykazujagce obecnos¢ markera B-tubuliny 1ll, czerwonym — Ki67.
Jadra komérkowe wybarwione na niebiesko Hoechst 33258. Znakowanie wykonane w 4 dniu
hodowli w pozywce z 2% zawartoscig surowicy (A,C) oraz w warunkach bezsurowiczych
(B,D). Skala=100um.
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4. Matryce jednokomodérkowe w hodowli HUCB-NSC

4.1. Charakterystyka jednokomdérkowych domen biofunkcjonalnych

Technika mikrodrukowania stwarza mozliwosci dopasowania domen funkcjonalnych
do rozmiarow pojedynczych komorek, a tym samym konstrukcje matryc jednokomérkowych.
Jednokomérkowe matryce zapewniajg mozliwos¢ badania wptywu mikrosrodowiska na
pojedyncze komorki. Mozliwe jest stosowanie domen o rozdzielczosci siegajacej nawet
10um, umozliwiajgce immobilizowanie pojedynczych komérek, oraz tworzenie linii o

szerokosci 10 um limitujgcej utozenie pojedynczych komorek obok siebie (Ryc.27).

Ryc.27. Komérki HUCB-NSC wyznakowane na obecnosé B-tubuliny Il (kolor zielony) i GFAP

(kolor czerwony), hodowane na liniach mikrodrukowanych PLL o szerokosci 10 um (A) i 20
um (B) oraz FN o szerokosci 10 um (C) i 20 um (D). Jadra komdrkowe wybarwione na
niebiesko Hoechst 33258. Skala = 100um
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4.2. Wptyw pozycjonowania komérek w domenach jednokomérkowych na

morfologie i réznicowanie komdrek HUCB-NSC

Zastosowano matryce biofunkcjonalne, bedgace zbiorem pojedynczych kwadratow (tzw.
znaczkow) o boku 10pum oraz cienkich linii o szerokosci 10pum lub 20pum drukowanych poli-L-
lizyng lub fibronektyng (Ryc. 27). Po wysianiu komoérek HUCB-NSC, hodowle analizowano
przyzyciowo w mikroskopie z kontrastem fazowym. Juz po jednej godzinie od wysiania
obserwowano znaczgco lepszg adhezje komérek do matrycy drukowanej fibronektyng,
podczas gdy na poli-L-lizynie stabilna adhezja mozliwa byta dopiero po 24 godzinach. Po
jednym dniu hodowli zaobserwowano zaleznos¢ morfologii komdrek od typu powierzchni.
Na poli-L-lizynie obserwowano w wiekszosci komérki okragte, nietworzgce dtugich wypustek
(Ryc.28 A, B) lub okupujgce pojedynczy kwadrat (Ryc. 28 E, F). Natomiast w przypadku
zastosowania fibronektyny komaorki bardzo silnie przylegajg do powierzchni, czesto zajmujac
sgsiadujgce kwadraty (Ryc. 28 C) i tworzac bardzo diugie i cienkie wypustki uktadajace sie
wzdtuz linii matrycy (Ryc.28 D).
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Ryc.28. Zdjecia wykonane w skaningowym mikroskopie elektronowym hodowli HUCB-NSC na
matrycach jednokomérkowych, drukowanych poli-L-lizyng (A,B,E,F) lub fibronektyng
(C,D,G,H), stanowiagcych kwadraty o boku 10um (A-D) oraz linie o szerokos$ci 10um (E-H).
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Aby ocenié réznice w adhezji komérek HUCB-NSC do linii mikrodrukowanych poli-L-
lizyng lub fibronektyng zmierzono ich dtugos¢ po jednym dniu hodowli (Ryc.29).
Zaobserwowano znaczgcg przewage liczby komérek matych (krétkich) rosngcych na poli-L-
lizynie w poréwnaniu z fibronektyng, a z kolei komérki wydtuzone w przewazajacej ilosci
obserwowane byty gtéwnie na biatku macierzy zewnatrzkomdrkowej, co potwierdza

obserwacje dokonane w mikroskopie elektronowym.

Rycina 29 przedstawia zalezno$¢ dtugosci komorek od sktadu domen biofunkcjonalnych o
ksztatcie linii. Widoczna jest korelacja mechanizmu oddziatywania btony komdrkowej z
czgsteczkami adhezyjnymi. Oddziatywanie elektrostatyczne pomiedzy komérkami a
powierzchnig poliaminokwasowa (PLL) skutkuje ich niezréznicowang morfologia (wiekszos¢
komoérek jest luzno przytwierdzona, okragta, bez wypustek), natomiast specyficzny rodzaj
adhezji poprzez receptory integrynowe umozliwia komodrkom silne przyleganie do

fibronektyny i tworzenie diugich wypustek.
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Ryc. 29. Dtugos¢ komodrek HUCB-NSC rosnacych na liniach drukowanych poli-L-lizyng lub
fibronektyng, mierzona po jednym dniu hodowli. Wyniki przedstawiajg sredni % (xSD)
komoérek o okreslonej dtugosci.

Po siedmiu dniach hodowli matryce jednokomodrkowe zostaty utrwalone i

wyznakowane na obecnos¢ markera niezréznicowanych komérek neuralnych, nestyny.
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Powierzchnie drukowane poli-L-lizyng, zaréwno kwadraty jak i linie, utrzymujg komorki w
stanie niezréznicowania (komorki wykazujg obecnos¢ nestyny, Ryc. 30 A, C), natomiast
powierzchnie pokryte fibronektyng indukujg roéznicowanie komoérek i spadek ekspresji

badanego biatka (Ryc. 30 B, D).

Ryc. 30. Analiza immunocytochemiczna komodrek wykazujgcych ekspresje nestyny
(wyznakowanej kolorem czerwonym), hodowanych 7 dni na mikrodrukowanych PLL (A, C)
badz fibronektyng (B, D) znaczkach (A, B) i liniach (C, D). Jadra komérkowe wybarwione na
niebiesko Hoechst 33258.Wstawki przedstawiajg obraz z mikroskopu kontrastowo fazowego.

Po jednym dniu hodowli komérki HUCB-NSC hodowane na liniach drukowanych
mikrokontaktowo zostaty utrwalone i wyznakowane na obecnos¢ markera réznicowania
neuronalnego (B tubulina Ill) oraz astrocytarnego (GFAP). Najwieksza liczba komodrek
niezréznicowanych pod wzgledem neuronalnym wystepuje na powierzchni drukowanej PLL
w warunkach bezsurowiczych, ale w kazdym z wariantéw hodowli liczba komédrek
nieukierunkowanych neuronalnie jest znaczgco wieksza od liczby potencjalnych neuronéw

(Ryc.31).
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Ryc. 31. Procent komérek HUCB-NSC hodowanych na liniach, wykazujgcych obecnos$é lub
brak markera B-tubuliny lll w roznych warunkach eksperymentalnych, po jednym dniu
hodowli. Wyniki przedstawiajg Srednie (¥SD) z trzech niezaleznych eksperymentow. Testem
ANOVA 7z testem dodatkowym Bonferroni sprawdzono istotnos¢ statystyczng pomiedzy
grupami, p<0,0001 (*).

Podobng liczbe komdrek wykazujgcych znakowanie neuronalne obserwowano na
liniach drukowanych fibronektyng lub poli-L-lizyng (Ryc. 31). Tak jak w przypadku matryc
mikrodrukowanych o innym ksztatcie, na domenach drukowanych poli-L-lizyng wystepuje
populacja ok. 30 % komorek znakujgcych sie na obecnosé¢ PBtubuliny Ill, jednakze
charakteryzujaca sie odmienng morfologia. Zaobserwowane réznice w morfologii — rézna
dtugos¢ komodrek HUCB-NSC hodowanych w obecnosci badanych substratow zostaty
zmierzone i przedstawione na wykresie (Ryc. 32). Réznicowanie neuronalne jest zwykle
zwigzane z wydtuzaniem sie komodrek i tworzeniem wypustek. Zaobserwowano znaczne
réznice w dtugosci komérek pozytywnych pod wzgledem beta-tubuliny Il w zaleznosci od
stosowanych do mikrodrukowania biomolekut (Ryc. 32 A): na fibronektynie wystepuje
najwiecej komodrek o dtugosci ponad 100um (Ryc. 32 B), natomiast na poli-L-lizynie istotna
statystycznie wiekszos¢ komoérek to te przytwierdzone do podtoza jako ‘krétkie’ okragte lub
lekko wydtuzone i nieznacznie dopasowujgce sie do drukowanego wzoru powierzchni

(Ryc.32 C). Nie zaobserwowano rdznic statystycznie istotnych w zaleznosci od stosowane;j
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pozywki hodowlanej, jednakze takie réznice stwierdzono pomiedzy réznymi biomolekutami
stosowanymi do wytwarzania domen. Komorki rosngce na poli-L-lizynie juz po jednym dniu
hodowli majg tendencje do tworzenia agregatéw i mniej regularnego uktadania sie wzdtuz

domen liniowych.

120
= 100
£
S *
8 - 80 + - 10-40pum
20
3. = 40-60um
2 2 60 —
e 5 M 60-100um
§ 8 ¥ %
‘\g S 40 + - : ® >100um
£ ‘ *
® 20 T4k - -+l -
& I

0 |—=.t S— L S L 7&-L7; . _L

FN 2% FN SF PLL2% PLLSF

Ryc. 32. Morfologia komoérek HUCB-NSC okreslona wystepowaniem cytoplazmatycznym [3-
tubuliny Il (zielony kolor). Komérki hodowano na liniach mikrodrukowanych FN lub PLL w
réznych warunkach hodowlanych: w obecnosci 2% surowicy oraz w pozywce bezsurowiczej
(A). Wykonywanie pomiaréw dtugosci komérek rosngcych na liniach fibronektynowych (B)
lub poli-L-lizynowych (C). Jadra komérkowe wybarwione na niebiesko Hoechst 33258. Wyniki
przedstawiajg $rednie (£SD) z trzech niezaleznych eksperymentéw. Testem ANOVA z testem
dodatkowym Bonferroni sprawdzono istotnos¢ statystyczng pomiedzy grupami,* p<0,0001.
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Ryc.33. Immunocytochemiczna analiza komodrek HUCB-NSC hodowanych na liniach
mikrodukowanych PLL (A,B) lub FN (C,D) w pozywce z 2% surowicg (A,C) lub pozywce
bezsurowiczej (B,D). Kolorem zielonym przedstawiono znakowanie B-tubuliny Ill, kolorem
czerwonym GFAP. Jgdra komdrkowe wybarwione Hoechst 33258. Skala = 100um.
70
mlinieFN mliniePLL
60

50 -~

% komorek
w ey
(o] o

N
(@)

=
(@]

B-tublll + GFAP+ B-tublll/GFAP + niezrdéznicowane

Ryc.34. Profil réznicowania komdrek HUCB-NSC rosngcych na liniach drukowanych poli-L-
lizyng i fibronektyng pod wzgledem obserwowanych markeréw (B-tubuliny Il i GFAP).
Wyniki przedstawiajg srednie (+SD) z trzech niezaleznych eksperymentéw. Testem ANOVA z
testem dodatkowym Bonferroni sprawdzono istotnos¢ statystyczng pomiedzy grupami,*
p<0,01.
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Analiza réznicowania na liniach wykazata przewage komadrek wykazujacych ekspresje
glejowego kwasnego biatka wtdkienkowego na domenach mikrodrukowanych poli-L-lizyng
(Ryc. 33 i 34), gdzie ilos¢ komdrek HUCB-NSC GFAP-pozytywnych byta statystycznie wieksza

na liniach drukowanych PLL niz na FN w hodowli z dodatkiem 2% surowicy (Ryc.34).

Po jedno i siedmiodniowej hodowli sprawdzono obecno$é¢ markera neuronalnego,
typowego dla bardziej zaawansowanego rozwoju, jakim jest biatko zwigzane z
mikrotubulami, MAP-2, lokalizujgce sie gtéwnie w wypustkach (dendrytach) komérek
nerwowych. Po siedmiu dniach obserwowano liczne agregaty komoérek HUCB-NSC (Ryc. 35),
gtéwnie na poli-L-lizynie (Ryc.35 C i D). Komorki pozytywne pod wzgledem obecnosci biatka
MAP-2 sg rzadko obserwowane w opisywanych tu warunkach hodowli, ich liczba po siedmiu
dniach dochodzi do 4,7% (Ryc. 36) na fibronektynie, co jest statystycznie wiekszg iloscig od
komérek MAP-2 pozytywnych w hodowli na poli-L-lizynie (1,4%). Rowniez na fibronektynie w
pozywce surowiczej zanotowano istotne zwiekszenie pojawiania sie badanego markera w
siédmym dniu hodowli (4,1%) w stosunku do wartosci poczgtkowej (1,5%). Na fibronektynie
z dodatkiem 2% FBS zanotowano istotne zwiekszenie pojawiania sie biatka MAP-2 w
si)dmym dniu hodowli (4,1%) w stosunku do wartosci poczatkowej (1,5%). Nie
zaobserwowano jednak istotnych statystycznie réznic pomiedzy wystepowaniem badanego
markera pomiedzy pozywka surowiczg a bezsurowiczg na poszczegdlnych domenach (Ryc.

36).
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Ryc.35 Immunolokalizacja markerow neuronalnych MAP-2 (kolor zielony) i B-tubuliny IlI
(kolor czerwony) w komorkach HUCB-NSC po 7 dniach hodowli na liniach mikrodrukowanych
fibronektyng (A,B) lub poli-L-lizyng (C,D) w obecnosci 2% surowicy (A,C) badZz w pozywce
bezsurowiczej (B,D). Jadra komodrkowe wybarwione na niebiesko Hoechst 33258.
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Ryc.36. Obecnos$é biatka Map-2 w HUCB-NSC po jedno i siedmiodniowej hodowli w réznych
wariantach hodowlanych. Wyniki przedstawiajg $rednie (+SD) z trzech niezaleznych
eksperymentdéw. Testem ANOVA z testem dodatkowym Bonferroni sprawdzono istotno$é
statystyczng pomiedzy grupami,*p<0,001.
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Podczas hodowli komoérek zaréwno na domenach liniowych jak i na matych
kwadratach (znaczkach) stwierdzono zalezno$¢ wystepowania omawianego markera (B-tub-
) od ksztattu domen mikrodrukowanych. Mate domeny o ograniczonej do 10> um
powierzchni znaczagco hamowaly osigganie przez komdrki HUCB-NSC fenotypu
neuronalnego. Na domenach tzw. znaczkach obserwowano 16,6 +1 % w obecnosci FN i 14,1
+1,1 % na PLL komodrek B-Tublll pozytywnych, podczas gdy na liniach drukowanych
fibronektyng % komadrek pozytywnych wynosit 30,6 + 2,9, a na PLL 34,03 +3,1 (Ryc.37).

Ryc. 37. Poréwnanie
réznicowania neuronalnego
komorek HUCB-NSC

%

* T
30 rosngcych na matych
. kwadratach (znaczkach) i
liniach mikrodrukowanych
20 - : FN i PLL w rdinych
15 warunkach  hodowlanych.
Stupki przedstawiajg
10 odsetek komorek B-
5 tubulina Il pozytywnych
0 . | | | wyrazone jako $rednie

Znaczki FN 2% FBS  Znaczki PLL 2% linie FN 2% serum linie PLL 2% serum | (£SD) z trzech niezaleznych
FBS eksperymentéw.  Testem

40

35

2% komorek B-tubulina 111 pozytywnych

ANOVA z testem
dodatkowym Bonferroni sprawdzono istotnos¢ statystyczng,*p <0,001.

Analiza ekspresji koneksyny 43 w hodowli HUCB-NSC na matrycach jednokomdrkowych

W celu sprawdzenia czy na platformach z wzorem domen biofunkcjonalnych
jednokomoérkowych dochodzic moze do aktywnych potgczen miedzykomdrkowych
przeprowadzono znakowanie na obecnos¢ koneksyny 43, biatka nalezgcego do rodziny biatek
tworzgcych miedzykomdrkowe potgczenia szczelinowe typu ‘gap junction’. Obserwowano
intensywne znakowanie na liniach drukowanych fibronektyng (Ryc. 38 A), podczas gdy na
liniach z PLL stwierdzono obecnos$¢ pojedynczych wybarwionych komoérek (Ryc. 38 B, D).
Komérki rosngce na domenach odseparowanych od siebie wykazywaty mniejszg liczbe

komorek z ekspresjg koneksyny 43 w poréwnaniu z domenami w ksztatcie linii (Ryc.38 Ci D),
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jakkolwiek réwniez w tym przypadku fibronektyna indukowata ekspresje koneksyny w

wiekszej liczbie komdrek, w poréwnaniu do poli-L-lizyng (Ryc.39).

Ryc.38. Immunolokalizacja biatka koneksyny-43 (kolor czerwony) w komdrkach HUCB-NSC
hodowanych na liniach (A,B) i matych kwadratach (C,D) mikrodrukowanych fibronektyng
(A,C) i poli-L-lizyng (B,D) po jednym dniu hodowli w pozywce zawierajgcej surowice. Jadra
komérek wybarwione na niebiesko Hoechst.
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Ryc.39. Odsetek komérek HUCB-

NSC rosngcych na
mikrodrukowanych matych
kwadratach (sq 10um)
wykazujgcych obecnos¢

koneksyny 43, obserwowany po
jednym dniu hodowli. Wyniki
badan przedstawiono  jako
Srednia (xSD), istotnos¢
statystyczng wyznaczono testem
Mann’a Whitney’a gdzie*
oznacza p<0,05.
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5. Badanie proces6w rozwojowych HUCB-NSC na domenach

biofunkcjonalnych mikronakraplanych

Technika mikroinzynieryjna dozowania mikrokropli umozliwia tworzenie domen
wielosktadnikowych, dzieki czemu mozemy badac¢ poréwnawczo, na tej samej platformie
wptyw okreslonych skfadnikdw niszy na podejmowanie decyzji rozwojowych przez komorki

macierzyste.

5.1. Adhezja komdérek HUCB-NSC do rdéznych biatek macierzy

zewnqtrzkomodrkowej na domenach mikronakraplanych

W celu okreslenia, ktére z biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej jest optymalne dla
immobilizacji (adhezji) komdérek HUCB-NSC do podfoza wykonano matryce z domenami
mikronakraplanymi, zawierajgcymi rdozne biatka macierzy zewnatrzkomérkowej: laminine,
fibronektyne, kolagen V i witronektyne, w stezeniach: 21, 42 i 84ug/ml (Ceriotti et al., 2009).
Po wysianiu komérek w gestoéci 5x10%/cm? i pozostawieniu w hodowli w obecnoéci 2%
surowicy na 24 godziny, zaobserwowano proporcjonalny wzrost liczby komorek
adherujgcych zalezny od stezenia biatek, jak rowniez zmienng morfologie komodrek w
zaleznosci od stosowanych biomolekut (Ryc. 40). Fibronektyna umozliwita adhezje komodrek
do catej powierzchni domeny juz w najnizszym zastosowanym stezeniu. Przeprowadzono
wstepng analize fenotypowa komérek HUCB-NSC hodowanych na domenach z fibronektyng,
znakowanych na obecnos¢ biatek typowych dla réznicowania neuralnego (B-tubulina Il i
GFAP), ktéra wykazata niski % komoérek pozytywnych (Ryc 48). Optymalna adhezja, stabilnos¢
domen podczas kilkudniowej hodowli oraz analiza fenotypowa komdrek, wskazujgca na brak
zaawansowanego roznicowania w kierunku neurondw i astrocytéw, pozwolity na okreslenie
fibronektyny jako biatka referencyjnego do dalszych badan nad wptywem matych czgsteczek

sygnatowych na podejmowanie decyzji rozwojowych komérek HUCB-NSC.
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Ryc. 40 Wptyw biatek macierzy zewnatrzkomaérkowe;j i ich stezenia na adhezje i morfologie
komérek HUCB-NSC. Biatka obecne w mikronakraplanych domenach: fibronektyna (A),
laminina (B), kolagen V (C) i witronektyna (D) (Ceriotti i wsp., 2009).

5.2. Badanie funkcjonalnosci domen bioaktywnych

Domeny bioaktywne zastosowane do dalszych badan nad wptywem skfadnikéw niszy
na decyzje rozwojowe HUCB-NSC zawieraty fibronektyne i okreslone czasteczki sygnatowe
immobilizowane do podtoza wraz z fibronektyng. Platformy przygotowane do wzrostu
komodrek z nakroplonymi domenami biatkowymi badano pod katem ich funkcjonalnosci.
Pierwszg kontrole stanowito sprawdzenie adhezji HUCB-NSC wysianych na nakraplane
mikrodomeny zawierajgce czasteczki sygnatowe zawieszone w buforze do nakraplania (bez
fibronektyny). Sprawdzono réwniez czy rézne stezenia stosowanych czgsteczek sygnatowych
moga mie¢ wptyw na adhezje neuralnych komérek macierzystych do nakroplonych domen.
Po 5 dniach hodowli nie obserwowano trwale przylegajagcych komoérek do domen
zawierajgcych jedynie czgsteczki sygnatowe, podczas gdy obserwowano trwale przylegajgce
komorki do domen zawierajacych biatko macierzy zewnatrzkomorkowej — fibronektyne
(Ryc.41, taki sam efekt obserwowano w przypadku pozostatych stosowanych biatek

sygnatowych).
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Ryc. 41. Hodowla HUCB-NSC na domenach zawierajacych fibronektyne (FN, 84ug/ml) oraz

mate czgsteczki sygnatowe. W pigtym dniu hodowli nie obserwowano trwale przyklejonych
komodrek do domen zawierajgcych jedynie biatka sygnatowe (strzatki).

5.2.1. Analiza strukturalna powierzchni domen bioaktywnych - elipsometria

W celu sprawdzenia stabilnosci mikronakraplanych domen platformy z domenami
zawierajgcymi jedynie fibronektyne, jak rowniez platformy zawierajace fibronektyne wraz z
czasteczkami sygnalizacyjnymi poddano ptukaniu PBS przez jedng godzine. Badanie
elipsometryczne wykonane po ptukaniu wykazato, ze na powierzchni mikrodomen
kontrolnych (fibronektyna w stezeniu 84ug/ml) pozostaje pewna ilo$¢ biatka, ktora wystarcza
komoérkom do adhezji (komérki przyklejaty sie do analogicznie przygotowywanych
preparatéw, (Ryc. 42). Przeanalizowano réwniez, czy dodane do mieszaniny buforu i

fibronektyny czgsteczki sygnatowe bedga ulegaty odptukaniu w trakcie hodowli.
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Ryc.42. Mapa i profil grubosci prébki nakroplonej fibronektyny [84ug/ml] poddanej analizie
elipsometrycznej.

Zaobserwowano, iz badane biatka sygnatowe, po nakropleniu ich bez obecnosci
fibronektyny w buforze, w wiekszosci pozostajg na powierzchni (oprécz biatka Jagged-1 oraz
WNT-3a, Ryc. 43). Jednakie obecnos¢ biatek sygnatowych nie gwarantuje adhezji
wysiewanych komodrek (Ryc.41). Dopiero obecnos¢ fibronektyny gwarantuje adhezje
komérek do badanych domen, oraz powoduje bardziej homogenne rozmieszczenie biatka
sygnatowego na domenie, poprzez zmniejszenie tzw. efektu brzeznego (wiekszej ilosci

deponowanego biatka na brzegu domeny, ryc. 43 b, w szczegdlnosci biatka Dkk-1 oraz BMP-

4).
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Ryc.43 Poréwnanie ilosci biatka, ktére pozostato na domenach po ptukaniu, w nakroplonych
roztworach zawierajacych jedynie bufor i biatka sygnatowe (A), oraz roztworach
zawierajgcych bufor, fibronektyne oraz badane biatka sygnatowe(B).

5.2.2. Analiza funkcjonalna powierzchni domen bioaktywnych — SPR

Wykonano analize funkcjonalnosci domen metodg powierzchniowego rezonansu
plazmonowego, co pozwala okresli¢ dostepnosci sekwencji ,RGD” fibronektyny, koniecznej
do wigzania receptoréw integrynowych na powierzchni komoérki oraz dostepnos¢ dla

komorek biatek sygnatowych w nakroplonych domenach.

Zaobserwowano, iz w wiekszosci zastosowanych biatek ilos¢ przeciwciata anty RGD,
przytagczona do nakroplonych domen jest mniejsza niz na domenach kontrolnych,
zawierajgcych jedynie fibronektyne (Ryc. 45). Najsilniejszy efekt tego typu wystepuje w
przypadku biatka Wnt-3a, co moze sugerowac iz biatko to zastania fragmenty fibronektyny

odpowiedzialne za adhezje komodrek (Ryc. 44).
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Ryc. 44. Obraz pomiaru wigzania przeciwciata anty-RGD, wykonanego metodg SPR, ktora
wykorzystuje réznice wspotczynnika odbicia fal, zalezng od interakcji czgsteczek przeciwciata
z badanymi domenami.
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Ryc. 45. Zmiana wspodtczynnika odbicia AR mierzonego przed i po ekspozycji badanych
domen na przeptyw BSA oraz przeptyw przeciwciata skierowanego przeciwko sekwencjom

RGD fibronektyny (Ab-RGD, 10ug/ml).
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Ryc. 46. Pomiar przytgczania sie
przeciwciat  specyficznych dla
danych  biatek  sygnatowych,
przeprowadzony metodg SPR na
domenach mikronakraplanych.
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Przeprowadzono analize interakcji przeciwciat skierowanych przeciwko biatkom
sygnatowym znajdujgcym sie w domenach mikronakraplanych. Zmierzono ilos¢ przeciwciata
przytgczajacego sie do domen nakraplanych jedynie samym biatkiem sygnatowym w réznych
stezeniach oraz do domen zawierajacych mieszanine fibronektyny i czgstek sygnatowych
(Ryc. 46). Badanie to przeprowadzono po uprzednim przeptywie roztworu BSA w celu
zablokowania miejsc niespecyficznego przytgczania sie przeciwciat. W przypadku wszystkich
reakcji badanych biatek sygnatowych ze specyficznymi przeciwciatami zaobserwowano, ze
wieksza ilos¢ przeciwciata taczy sie z domenami jednorodnymi pod wzgledem sktadu,
natomiast dodanie fibronektyny do roztworu nakraplajgcego czesciowo zastania epitopy
biatek, do ktérych przeciwciato sie przytagcza. Pomimo takiego efektu obecnos¢ badanego
biatka jest wykrywana przez urzgdzenie pomiarowe. W wiekszosci przypadkéw stwierdzono,
ze ilos¢ przytaczajacych sie czasteczek specyficznych przeciwciat jest proporcjonalna do
stezenia stosowanych biatek. W przypadku biatka Notch tendencji takiej nie obserwowano,
jakkolwiek ilos¢ ta byta na bardzo wysokim poziomie. W przypadku biatka BMP-4 ilo$¢
przytgczonego przeciwciata w domenach z fibronektyng w mieszaninie byta nizsza niz w
‘czystych’ prébach. Istotng wartoscig dla dalszych doswiadczen jest poziom wspodtczynnika
odbicia fali AR dla wariantu zawierajgcego uzytg molekute sygnatowg w roztworze
zawierajgcym fibronektyne i wynosi on: 0,31 dla CNTF; 1,17 dla Jagged; 0,08 dla Wnt-3a;
0,03 dla BMP-4; 0,68 dla Shh; 0,5 dla Dkk-1 oraz 1,12 dla Notch. Badanie to jest w tym
przypadku badaniem jakosciowym (ilosciowe- doktadne oznaczenia ilosci aktywnych

czgsteczek biatek sygnatowych wymagajq wielokrotnych powtdrzen).

5.3. Wptyw biatek sygnatowych na decyzje rozwojowe HUCB-NSC

5.3.1. Charakterystyka fenotypow komorek immobilizowanych do mikronakroplonych domen

biofunkcjonalnych

Analiza strukturalna jak i funkcjonalna powierzchni biofunkcjonalnych z
zastosowanymi biatkami, uzytymi do stymulacji okreslonych drég przekazywania sygnatu i
réznicowania HUCB-NSC, wykonana byta przy zastosowaniu co najmniej trzech stezen biatek

sygnatowych. Pozwolito to na stwierdzenie obecnosci biomolekut nawet w domenach o
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nizszych stosowanych stezeniach. Po wstepnej analizie wptywu rdéznych stezen biatek na
kierunek réznicowania HUCB-NSC, wybrano najwyzsze z nich (10ug/ml) jako wywierajgce

najsilniejszy efekt.

W celu okreslenia stopnia zrdznicowania komérek HUCB-NSC na okreslonych
domenach bioaktywnych, zawierajgcych fibronektyne z biatkami sygnatowymi, po 4 dniach
hodowli wykonano analize immunocytochemiczng na obecnos¢ beta-tubuliny Il (marker
réznicowania neuronalnego) oraz GFAP (markera rdznicowania astrocytarnego). Jako
kontrole réznicowania zastosowano domeny nakroplone fibronektyng (Ryc. 47). Podobny
rozktad fenotypowy uzyskano stosujgc réwniez przeciwciato skierowane przeciwko
cytoplazmatycznemu biatku S100B, ktore sSwiadczy o astrocytarnym fenotypie komédrek
HUCB-NSC. Do analizy poréwnawczej fenotypdw zastosowano znakowanie B-tubuliny Il i

GFAP.

Na podstawie znakowania immunocytochemicznego okreslono cztery grupy
fenotypowe komorek: komodrki GFAP pozytywne, zakwalifikowano jako rdznicujace sie w
kierunku astrocytéw (A), komarki wykazujgce obecnos¢ B-tubuliny Il jako réznicujgce sie w
kierunku neuronéw (N), komdrki charakteryzujgce sie wspdtwystepowaniem obydwu
markerdw, okreslono jako komérki o fenotypie przejsciowym (przed decyzjg rozwojowg
réznicowania w kierunku neuronow lub astrocytéw) oraz komorki niewykazujgce ekspresji
zadnego z badanych biatek, ktére okreslono mianem niezréznicowanych. Domeny sktadajgce
sie jedynie z fibronektyny charakteryzowaty sie réwnomiernym rozktadem okreslanych

fenotypdw, nie obserwowano istotnie statystycznych réznic pomiedzy grupami (Ryc. 48).

Badane biatka sygnatowe immobilizowane do podifoza wraz z fibronektyna
powodowaty pojawianie sie wszystkich grup fenotypowych HUCB-NSC, lecz w rdéznych
proporcjach. Nie obserwowano natomiast braku ktérego$ z fenotypédw lub przewagi

okreslonego fenotypu powyzej 50%.
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Ryc. 47. Znakowanie immunocytochemiczne komérek linii HUCB-NSC na obecno$é B-tubuliny
[l (kolor zielony) i GFAP (kolor czerwony), hodowanych na mikronakraplanych domenach
biofunkcjonalnych zawierajgcych fibronektyne oraz okreslone czasteczki sygnatowe. Jadra
komdrkowe wybarwiono barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Skala=100um.
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Analiza zdje¢ fluorescencyjnych przedstawiajgcych wielosktadnikowe domeny
biofunkcjonalne wykazata obecno$¢ komédrkek o réznej morfologii (Ryc. 47). Zaobserwowano
komarki niezréznicowane, nie wykazujace ekspresji GFAP i B-tubuliny Ill, 0 wyzszym stopniu
upakowania na danej domenie (Wnt3a, Shh), o czym s$wiadczy duza liczba jader
zabarwionych Hoechst. Na innych domenach znajdujg sie zaréwno okragte (na domenie
Jagged w wiekszosci) jak i mocno przylegajgce (rozptaszczone) komorki, cechujgce sie
wystepowaniem GFAP (domeny z CNTF, Notch). W przypadku domen CNTF jak i BMP-4
obserwowane sg okragte komérki w kolorze pomaranczowym, wykazujgce wspdtobecnosé
obydwu badanych markeréow. Mimo zwiekszonego réznicowania glejowego na domenach
CNTF, Notch czy Jagged obserwowane sg komorki B-tubulina -lll pozytywne, dajgce diugie
wypustki siegajgce pomiedzy komdrki sgsiadujgce, podobnie na powierzchniach
biofunkcjonalnych zawierajgcych BMP-4. Domeny charakteryzujgce sie najwyiszg liczbg
komérek niewyznakowanych réwniez zawierajg morfologicznie zréznicowane komorki o

fenotypie neuronalnym (Shh, Wnt3a).

Ponizej przedstawiono omowienie otrzymanych wynikow wedfug zastosowanych biatek

sygnatowych (Ryc. 48).

Biatko CNTF w najwiekszym stopniu promowato powstawanie fenotypu astrocytarnego
(33,95%) (p<0,001), podczas gdy odsetek pozostatych komdrek wahat sie w granicach 21%-
23%.

Biatko Jagged promowato pojawianie sie najwiekszej liczby komodrek GFAP

pozytywnych (31,46%), jak rowniez duzej liczby komdrek niezréznicowanych (26,31%).

Na domenach z czasteczkg sygnatowg Wnt-3a obserwowano przewage komodrek
niezréznicowanych (35,32%), p<0,001) i o fenotypie neuralnym (32,63%) nad komdrkami
GFAP pozytywnymi, ktérych byto zaledwie 12%, jak rowniez nad tzw. fenotypem posrednim,

wykazujgcymi koekspresje badanych markeréw.

W obecnosci biatka BMP-4 obserwowano ok. 8% przewage fenotypu neuronalnego
(komorki B-tubulina Il pozytywne) nad innymi fenotypami w badanej populacji komérek, co

stanowito réznice istotng statystycznie (p<0,001).
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Domeny bioaktywne 2z biatkiem Shh, podobnie jak Wnt3 wykazywaty, istotng
statystycznie (p<0,0001) przewage liczby komérek o fenotypie neuronalnym nad wszystkimi
pozostatymi fenotypami, gdzie liczba komdrek o charakterze neuronéw wynosi 37,018% w
porownaniu do komdrek o charakterze astrocytéw i wykazujgcych podwdjne znakowanie,
odpowiednio 17,16% i 18%. Na uwage zwraca duza liczba komérek niezréznicowanych

(27,83%), chociaz istotnie mniejsza od komorek wykazujgcych fenotyp neuronalny.

W przypadku domen z biatkiem Dkk1, ktére jest inhibitorem $ciezki sygnatowej Wnt,
stwierdzono istotng statystycznie (p<0,001) przewage fenotypu neuronalnego (35,22 %) nad
pozostatymi fenotypami, ktore osiggnety odpowiednio wartosci 22,86%, 20,49, 21,43% dla

komadrek GFAP pozytywnych, o fenotypie przejsciowym i niezréznicowanym.

W obecnosci biatka Notch obserwowano istotnie statystyczng przewage fenotypu

astrocytarnego (33%) nad resztg badanych rodzajow.

Ponizej przedstawiono omowienie otrzymanych wynikow wedtug uzyskanych
fenotypow komorek HUCB-NSC hodowanych na domenach zawierajgcych biatka sygnatowe

(Ryc. 49).

Najbardziej zaawansowane roéznicowanie astrocytarne stwierdzono na domenach
zawierajgcych biatka sygnatowe: CNTF (33,95%), Jagged (31,46%) i Notch (33,37%) (p<0,001).
Najmniejszy odsetek komdrek GFAP pozytywnych stwierdzono na domenach zawierajgcych

biatko Wnt-3a (13,81%).

Najwyzszy odsetek komoédrek wykazujgcych znakowanie markerem neuronalnym
zanotowano na domenach z dodatkiem biatka Shh (37,01%), jak i Dkk (35,22%). Réwnie
wysoka liczba tych komdrek obecna byta na domenach zawierajacych biatka Wnt (32,63%)
jak i BMP-4 (32,59%), natomiast najmniej komoérek B-tub pozytywnych byto w obecnosci
biatka CNTF (21,13%).

Fenotyp przejsciowy (komérki, w ktérych ekspresji podlegaty zaréwno B-tubulina Il jak
i GFAP) obserwowano na podobnym poziomie we wszystkich grupach eksperymentalnych.

Nie zanotowano réznic istotnych statystycznie miedzy grupami.

Fenotyp niezréznicowany, $wiadczagcy o samoodnowie komodrek HUCB-NSC
zanotowano gtéwnie w obecnosci biatka Wnt-3a. Odsetek komdrek niezréznicowanych na
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domenach z biatkiem Wnt-3a byt znamiennie wyzszy (p<0,0001) od poziomu wartosci %
komérek niezréznicowanych na domenach zawierajgcych wszystkie pozostate biatka

sygnatowe i wynosit 35,32%.
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Ryc. 48. Rozktad fenotypdw komdrek HUCB-NSC hodowanych na domenach bioaktywnych w
obecnosci fibronektyny i poszczegdlnych biatek sygnatowych. Wyniki przedstawiajg srednie
(£SE) z pieciu niezaleznych eksperymentéw. Testem ANOVA z testem dodatkowym
Bonferroni sprawdzono istotno$¢ statystyczng pomiedzy grupami, ****p<0,0001,
***p<0,001, **p<0,01.
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Ryc.49. Wystepowanie fenotypdw neuralnych w zaleznosci od obecnosci biatek sygnatowych

w domenach. Wyniki przedstawiajg srednie (£SE) z pieciu niezaleznych eksperymentow.

Testem ANOVA :z testem dodatkowym Dunnet'a sprawdzono istotno$é¢ statystyczng,

poréwnujgc poszczegdlne grupy do kontroli (FN), ***p<0,001, **p<0,01.
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V. Dyskusja

Jednym z gtéwnych wyzwan medycyny regeneracyjnej i inzynierii tkankowej jest
opracowanie efektywnych i bezpiecznych metod hodowli in vitro, umozliwiajgcych zaréwno
ekspansje jak i kierunkowe rdznicowanie ludzkich komdrek macierzystych. Staje sie to
mozliwe dzieki potaczeniu najnowszych osiggnie¢ w badaniach nad ludzkimi komdrkami
macierzystymi z intensywnie rozwijajgcq sie wiedzg biotechnologiczng dotyczaca
biomateriatow i substancji bioaktywnych. Odnotowuje sie szybki postep w zastosowaniu
metod nano/biotechnologicznych, dostarczajgcych nowych narzedzi do konstrukcji in vitro
mikrosrodowiska przypominajgcego naturalng nisze komérek macierzystych, w ktorej
badane komadrki podlegajg oddziatywaniu zréznicowanych sygnatéw, zaréwno strukturalnych
jak i biochemicznych. Opracowanie warunkow mikrosrodowiska in vitro, permisywnych dla
réznicowania neuronalnego somatycznych komodrek macierzystych, umozliwi réwniez
dostosowanie rodzaju komérek do potrzeb ewentualnych transplantacji w przypadku

schorzen uktadu nerwowego.

Celem tej pracy byto zbadanie wptywu okreslonych warunkow mikrosrodowiska in vitro na
przebieg proceséw rozwojowych komodrek macierzystych izolowanych z ludzkiej krwi
pepowinowej. Wymagato to skonstruowania miniaturowych systemow badawczych
(mikroplatform), zawierajgcych modyfikowalng powierzchnie bioaktywng ze zmiennym
wzorem domen, umozliwiajgcych przeprowadzenie badan kluczowych proceséw
rozwojowych neuralnych komérek macierzystych, takich jak: adhezja, migracja, proliferacja i

réznicowanie.

1. Mikroplatformy z domenami biofunkcjonalnymi i ich rola w réznicowaniu neuralnych

komorek macierzystych

W przedstawionej pracy komorki linii HUCB-NSC hodowatam na mikroplatformach z
powierzchnig bioaktywng o okreslonym sktadzie i geometrii, ktérg wykonano przy pomocy
dwéch podstawowych technik mikroinzynieryjnych: a) drukowania mikrokontaktowego oraz
b) dozowania mikrokropli czynnikéw bioaktywnych. Zastosowane techniki mikroinzynieryjne

okazaty sie odpowiednie do tworzenia mikroplatform ze zdefiniowanym wzorem domen
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biofunkcjonalnych, ktére mozna zastosowac¢ do badania loséw komdrek macierzystych
(Buzanska i wsp., 2009b, Ruiz i wsp., 2007, 2008a, 2008b, 2009). Otrzymane mikroplatformy
roéznig sie swoistoscig w stosunku do badanych proceséw. Dozowanie mikrokropli pozwala
na tatwe dostosowanie kompozycji badanych biatek/biomolekut pozwalajgc na jednoczesne
$ledzenie kierunku rozwoju odpowiedzi komdérek hodowanych na tym samym nosniku w
réznych mikrosrodowiskach (Anderson i wsp., 2005, Kuschel i wsp., 2006, Flaim i wsp., 2005,
Soen i wsp., 2006). Z drugiej strony technika drukowania mikrokontaktowego, umozliwia
zastosowanie tylko jednego rodzaju substratu w tym samym nos$niku, ale zapewnia
mozliwos$¢ ksztattowania rozmiaru i wzoru geometrycznego powierzchni bioaktywnej (Ruiz i
Chen 2007, Quist i wsp., 2005), z mozliwoscig przestrzennego tworzenia mikrosrodowiska w
trzech wymiarach (Ochsner i wsp., 2007). Prezentowane w niniejszej pracy wyniki wykazuja,
ze oba badane determinanty: rézny sktad mikrosrodowiska, jak i zmienna geometria jego
aktywnej powierzchni, umozliwiajg sterowanie kierunkiem rozwoju neuralnych komoérek

macierzystych, wptywajac na ich wybidrcze réznicowanie.

W mojej pracy, przy pomocy wspomnianych wyzej technik mikroinzynieryjnych otrzymatam
matryce zawierajgce domeny mikrodrukowane jednosktadnikowe o rdéinej wielkosci i
ksztatcie: pozycjonujgce grupy komoérek (odseparowane kwadraty i kwadraty potgczone
liniami), a takze pozycjonujgce pojedyncze komorki (linie lub ,znaczki” o rozdzielczosci ok.
10um) oraz wielosktadnikowe domeny mikronakraplane. Protokét tworzenia domen
biofunkcjonalnych mikronakraplanych zawierajgcych biatka macierzy zewnatrzkomodrkowej i
biatka sygnatowe zostat opracowany i zoptymalizowany tak, aby otrzymywaé pozadanag
wielko$¢ domen (kota o 250um S$rednicy), umozliwiajgca immobilizowanie do podtoza
odpowiedniej liczby komdrek. Powierzchnie biofunkcjonalne wytworzone metoda
mikrodrukowania i mikronakraplania podlegaty nastepnie kontroli jakosciowe]j (okreslenie
stabilnosci, sktadu i funkcjonalnosci domen) z wykorzystaniem technik Tof-SIMS,
elipsomertrii, mikroskopii sit atomowych oraz powierzchniowego rezonansu plazmonowego

(Ceriotti i wsp., 2009, Ruiz i wsp., 2008).

Prowadzone wczeséniej badania przy uzyciu mikroskopu sit atomowych (AFM) oraz
elipsometrii (Ceriotti i wsp., 2009) wykazaty jednorodny i zalezny od stosowanego stezenia

rozktad czgsteczek fibronektyny, jej losowg orientacje oraz wysokos¢ na powierzchni domen
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nie przekraczajgcag 8 nm. W przypadku komérek HUCB-NSC, podobnie jak dla innych
komodrek (Martino i wsp., 2009, Prowse i wsp., 2011) adhezja do fibronektyny zachodzi
gtéwnie poprzez przytgczenie sie receptoréw integrynowych do modutu biatkowego
zawierajgcego aminokwasy arginine- glicyne- kwas asparaginowy (RGD) (Ceriotti i wsp.,
2009). Wykorzystujgc technike powierzchniowego rezonansu plazmonowego w naszych
badaniach stwierdzono dostepnos¢ fibronektyny w wytworzonych domenach, zawierajgcych
rowniez biatka sygnatowe. Wykluczono w ten sposdb mozliwos¢ zaslepienia aktywnych
fragmentéw RGD dodanymi biatkami. Z drugiej strony potwierdzono skuteczng immobilizacje
biatek sygnatowych zawartych w nakraplanej mieszaninie przez ich reakcje ze specyficznymi
przeciwciatami  skierowanymi przeciwko poszczegdlnym komponentom domeny

bioaktywnej.

Sktad podtoza determinujgcy charakter oddziatywania komorki z powierzchnig, jako czynnik

wplywajgcy na losy HUCB-NSC

Na podstawie uzyskanych wynikéw, stwierdzitam, ze architektura i sktad powierzchni
biofunkcjonalnych podtoza ma istotny wptyw na decyzje rozwojowe i fenotyp komoarek
HUCB-NSC. W przedstawianej pracy zastosowano dwa typy substratéw bioaktywnych o
réoznym charakterze oddziatywania na powierzchnie komérki: poli-L-lizyne, i fibronektyne.
Badania na domenach o rdinej geometrii i wielkosci wykazaty wyraznie, ze rodzaj
oddziatywania komodrek z powierzchnig (receptorowe na fibronektynie vs elektrostatyczne
na poli-L-lizynie) determinuje fenotyp, adhezje i migracje komdrek macierzystych. Komorki
HUCB-NSC hodowane na poli-L-lizynie charakteryzowaty sie morfologig $wiadczacg o
mniejszym stopniu ich zréinicowania niz na fibronektynie, pozostawaty stabo
przytwierdzone do podtoza, zaokraglone, co umozliwiato wieksze zageszczenie komérek w

danej domenie.

Jednorodne pokrycie powierzchni hodowlanych PLL stosowane jest od lat w wielu
modelach eksperymentalnych (Mazia i wsp., 1975). Poli-L-lizyna jest homopolimerem
aminokwasu lizyny, polikationem powszechnie uzywanym do pokrywania naczyi
hodowlanych w celu polepszenia adhezji komérek do podtoza. Poli-L-lizyna oddziatuje na
zasadzie elektrostatycznych interakcji pomiedzy ujemnie natadowanymi jonami w bfonie

komédrkowej, a pozytywnie natadowanymi sktadnikami polimeru. Zaadsorbowanie PLL na
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powierzchni hodowlanej zwieksza liczbe pozytywnie natadowanych miejsc wigzania komorek
(Rao i wsp., 2009, Yavin i Yavin 1974). PLL w trakcie dtuzszej hodowli komdrek moze
promowaé adsorpcje biatek z pozywki hodowlanej, prowadzac do wydzielania biatek
macierzy zewngatrzkomadrkowej przez komorki i w konsekwencji rowniez specyficzng adhezje
receptorowg, ich wieksze rozptaszczanie i réznicowanie (Rao i wsp., 2009). Ttumaczy to
pojawianie sie w naszych doswiadczeniach nielicznych komérek mocno przylegajacych, a

takze tworzenie dtugich wypustek przez komérki rosngce dtuzszy czas na PLL.

Zgodnie z moimi obserwacjami komérki HUCB-NSC hodowane w obecnosci
fibronektyny wykazywaty zwiekszong aktywnos¢ komodrkowaq, silniejsze potgczenia
miedzykomodrkowe i intensywniejszg adhezje do substratu niz na PLL. Na fibronektynie
obserwowano heterogenng populacje komoérek HUCB-NSC, ktéra zawierata komoérki o
fenotypie zréznicowanym, jak rowniez komérki bedgce na wczesniejszych etapach rozwoju,
zaokragglone i zdolne do proliferacji. Badania ultrastrukturalne omawiane w tej pracy
potwierdzity rowniez, ze komorki HUCB-NSC rosngce na fibronektynie, zaréwno w obecnosci
2% FBS jak i w warunkach bezsurowiczych wykazujg zmiany wewngtrzkomorkowe,
charakterystyczne dla réznicowania: bogatg w organelle wewnatrzkomaérkowe cytoplazme i
wyrazng  obecno$¢  wypustek  cytoplazmatycznych. Podobng  charakterystyke
ultrastrukturalng komérek réznicujgcych sie w neurony obserwowat Meinertzhagen i wsp.,
(2009). Jak wspomniano wczes$niej, w przeciwienstwie do poli-L-lizyny, fibronektyna dziata
poprzez specyficzne oddziatywanie receptorowe. Biatka macierzy zewnatrzkomérkowej,
takie jak laminina, kolagen czy fibronektyna, zawierajg domene RGD, tf3czaca sie z
integrynami, zawierajgcg minimalng sekwencjg aminokwasowg prowadzgcy do adhezji wielu
typéw komorek, takze neurondw (Hersel i wsp., 2003, Rao i wsp., 2009). Czasteczka
fibronektyny, oprécz domeny RGD, posiada réwniez drugg domene tgczacg integryny, tzw
miejsce synergistyczne, sktadajgce sie z aminokwaséw PHSRN (prolina- histydyna- seryna-
arginina- kwas asparaginowy). Obydwie domeny biorg udziat w potaczeniu i rozpoznaniu
komodrka-ECM (Mao i wsp., 2006, Stabenfeldt i wsp., 2010). Fibronektyna zwieksza migracje i
przezycie pierwotnych NSC (Tate i wsp., 2004) i, jak wykazano w tej pracy, réznicowanie
HUCB-NSC (Buzanska i wsp., 2009), co wiecej, efekt ten jest wzmozony w obecnosci

neurotrofin, takich jak NGF czy NT-3 (Nakajima i wsp., 2007, Silva i wsp., 2009).
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W prezentowanej pracy wykazano, ze komodrki HUCB-NSC hodowane na domenach
zawierajgcych fibronektyne, wykazujag morfologie s$wiadczacg o ich gotowosci do
réznicowania, jednocze$nie wcigz utrzymujgc wysoki poziom proliferacji. Podobna sytuacja
byta obserwowana w rozwijajgcym sie mézgu ssaka, gdzie wykazano wspétwystepowanie
przejsciowo namnazajgcych sie (ang. transient amplifying) i migrujacych progenitoréw
neuralnych (Alvarez-Buylla i wsp., 1996). Proces ten jest skorelowany z reorganizacjg
macierzy zewnatrzkomdrkowej w mézgu. Zmieniajg sie woéwczas proporcje miedzy iloscig i
rodzajem biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, komaorki tracg kontakt z obecng gtéwnie w
btonie podstawnej lamining, a wymiana podjednostek integrynowych (tzw. ,integrin switch”)
w btonach migrujgcych komdérek umozliwia ich interakcje z obecng w macierzy
zewnatrzkomérkowej fibronektyng (Stabenfeldt i wsp., 2010). Nalezy zwréci¢ uwage, ze choé
na fibronektynie komérki HUCB-NSC wykazujg zdolno$¢ do proliferacji, to poziom tego
procesu jest wyzszy w obecnosci poli-L-lizyny, ktéra zapewnia elektrostatyczne
oddziatywanie pomiedzy podtozem a komodrkami, co stanowi sztuczne Srodowisko dla
komoérek. Informacja ta wazna jest dla wtasciwego okreslenia warunkéw eksperymentalnych
in vitro, w ktérych mozna otrzymac¢ duzg liczbe komérek namnazajacych sie, ale nei ma to
bezposredniego przetozenia na warunki in vivo. W niszy naturalnej na proliferacje komodrek

macierzystych gtéwnie majg wptyw oddziatywania receptorowe z ECM.

Generalizujgc te obserwacje w niniejszej pracy stwierdzono, ze adhezja komérek do
domen bioaktywnych zalezy od rodzaju substratu zewnatrzkomdérkowego, ktéry decyduje o
sposobie oddziatywania komérki z podtozem. PLL w poréwnaniu z FN umozliwia adhezje do
domen mikrodrukowanych istotnie wiekszej liczby komérek po jednym i siedmiu dniach
hodowli. Obecnos¢ surowicy w S$rodowisku ostabia efekt adhezyjny PLL, co jest
prawdopodobnie zwigzane z niespecyficznie blokujgcym osadzaniem sie biatek zawartych w
surowicy na domenach bioaktywnych, a takie na powierzchni antyadhezyjnej. Ocena w
mikroskopie skaningowym oraz badania immunocytochemiczne morfologii komodrek
przytgczonych do domen zawierajacych poli-L-lizyne wykazaty obecnosé¢ matych, lekko
przylegajacych do podfoza, okragtych komédrek. Fenotyp tych komdrek swiadczy o braku
zréznicowania i przypomina komérki pluripotencjalne izolowane z ludzkiej krwi pepowinowej

(Habich i wsp., 2006, Kucia i wsp., 2007, McGuckin i wsp., 2006, McGuckin i Forraz 2008). W
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warunkach bezsurowiczych zaobserwowano populacje ok. 80% komérek niezréznicowanych
na powierzchniach zawierajgcych PLL, tymczasem efekt wywotany dodaniem surowicy

hodowlanej moze sprzyjac pojawianiu sie fenotypow neuralnych komaérek HUCB-NSC.

Stosujac opisang technike mikrodomen wykazano w tej pracy, ze neuralne komorki
macierzyste moga by¢ immobilizowane do powierzchni PLL i hodowane przez dtuzszy czas
utrzymujac jednoczesnie swdj niezrdinicowany fenotyp. W dostepnej literaturze brak
doniesien na temat mozliwosci hodowania adherentnych, niezréznicowanych neuralnych
komédrek macierzystych. Dotychczas typowym sposobem utrzymywania takich komdrek w
stanie niezréznicowanym byta hodowla w pozywce bezsurowiczej w postaci ptywajgcych
tréjwymiarowych neurosfer. Neurosfery otrzymuje sie z macierzystych komodrek
zarodkowych (Pomp i wsp., 2008), badz z tkanek o rézinym pochodzeniu: np. z ludzkich
mozgéw ptodowych (Caldwell i wsp., 2001, Kim i wsp., 2006), ze stref neurogennych
dojrzatych moézgéw (Beduer i wsp., 2012), ze szpiku kostnego (Sanchez-Ramos 2002, Yang i
wsp., 2008), krwi pepowinowej (Buzanska i wsp., 2005, 2006, Habich i wsp., 2006) czy z
indukowanych komodrek macierzystych (Nori i wsp., 2011, Inoue i Yamanaka 2011).
Mozliwos¢ tworzenia neurosfer w $rodowisku pozbawionym surowicy jest wyznacznikiem
neuralnych komdrek macierzystych i jedng z ich podstawowych cech. Po osadzeniu sie
neurosfery na podtozu rozpoczyna sie typowa, brzezna migracja i roznicowanie komérek z
niej wychodzacych. Przedstawiona w niniejszej pracy mozliwos¢ unieruchomienia na
powierzchni biofunkcjonalnej populacji neuralnych komérek macierzystych w stadium

wczesnym — niezréznicowanym, dostarcza nam nowego, przydatnego uktadu badawczego.
Geometria domen jako czynnik biorqcy udziat w okreslaniu losow HUCB-NSC

Wyniki tej pracy wykazaty, ze ksztatt i wielko$¢ domen bioaktywnych wptywa na
proces rdéznicowania komorek macierzystych. Okreslona architektura domen stymuluje
komorki HUCB-NSC do rdznicowania. Zaprojektowane linie tgczace wielokomérkowe
domeny kwadratowe umozliwiajg ukierunkowany wzrost neuronalnych wypustek
komérkowych pomiedzy domenami, a takze w warunkach oddziatywania niespecyficznego
stanowig droge dla migracji, jakg wykazujg komarki na poli-L-lizynie. Zapewnienie mozliwosci
komunikacji pomiedzy komdrkami macierzystymi i ich komérkami potomnymi jest kluczowe

dla prawidtowego rozwoju organizmu. Wtasciwosci te i odpowiedzZ na otaczajgce srodowisko
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(a takze toksyny) zmieniajg sie w trakcie rozwoju, np. pluripotencjalne komaorki macierzyste,
wykazujg ekspresje czynnika transkrypcyjnego Oct3/4, natomiast nie podlega ekspresji w
tych komédrkach koneksyna 43. Z kolei progenitory neuralne, w ktorych ekspresja Oct3/4 jest
wygaszona, zaczynajg produkowaé koneksyne 43, formujac potaczenia szczelinowe i
umozliwiajagc wymiane cytoplazmatyczng pomiedzy komdrkami (Davila i wsp., 2004, Trosko
2006). W tej pracy adhezja komérek HUCB-NSC do fibronektyny stymulowata ekspresje
koneksyny 43. Hodowla komdrek HUCB-NSC przypomina warunki in vivo, gdzie w niszy
wspotwystepujg komoérki bedace na réznym etapie rozwoju, dzieki czemu mozliwe jest
badanie specyficznej komdérkowo odpowiedzi na obecnos¢ np. czynnikdw toksycznych
(Buzanska i wsp. 2009) lub, tak jak w prezentowanej pracy, roznych substratéw obecnych w

domenach biofunkcjonalnych.

Wptyw substratow adhezyjnych/biomolekut na decyzje rozwojowe komoérek
macierzystych moze by¢ wywierany nie tylko przez ich sktad chemiczny, ale réwniez fizyczno-
mechaniczne witasciwosci ECM, jak elastyczno$é, geometria/ksztatt domen w mikro i
nanoskali oraz mechaniczne sygnaty kontaktowe, wywierane przez substrat na komorke
(Guilak i wsp., 2009). Scisle okreélony ksztatt i rozmiar domen moze wywieraé¢ bezposredni
wptyw na osiggane przez komorki fenotypy. Stosowane w pracy domeny o rézinych
ksztattach (kwadraty o boku 100 um, pojedyncze ,znaczki”, czy linie o szerokosci 10 um)
majg $cisle okreslong powierzchnie dostepng dla adhezji i rozprzestrzeniania sie komoérek,
ograniczong wokét przestrzenig bedaca repelentem dla komérek (PEO). Domeny takie,
drukowane poli-L-lizyng umozliwiajg utrzymywanie w hodowli adherentnej proliferujace;j,
niezréznicowanej populacji komoérek HUCB-NSC, podczas gdy nielimitowana powierzchnia
hodowlana pokryta PLL (na szalkach wielodotkowych czy butelkach hodowlanych), pozwala
komdrkom tej samej linii réznicowad sie i wytwarza¢ wypustki neuronalne, (Buzanska i wsp.,
2006, Sypecka i wsp., 2009, Szymczak i wsp., 2010). Sugeruje to znaczacy wptyw mikroskali
powierzchni na rézne decyzje rozwojowe HUCB-NSC. Podobne obserwacje dotyczg komodrek
mezenchymalnych, hodowanych na fibronektynowych domenach, ktérych maty rozmiar
wptywat na osigganie fenotypu linii ttuszczowej, natomiast réznicowanie kostne

obserwowano na duzych powierzchniach (Marklein i Burdick 2010).
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Zbadanie proceséw komodrkowych, takich jak metabolizm, réznicowanie czy
odpowiedz na czynniki toksyczne zachodzace na poziomie pojedynczej komérki umozliwia
zastosowanie domen jednokomérkowych. Mikrowzér drukowany zaréwno poli-L-lizyng jak i
fibronektyng sktada sie z matych domen kwadratowych o boku 10um, (tzw. ‘znaczki‘) lub z
linii o szerokosci 10 um odseparowanych od siebie przestrzenig antyadhezyjna. Juz po dwdch
godzinach od wysiania komdrek HUCB-NSC na domeny jednokomérkowe obserwowano silng
adhezje do domen drukowanych fibronektyng, natomiast réwnomierne zasiedlenie
powierzchni pokrytych poli-L-lizyng mozliwe byto dopiero po catonocnej inkubacji. Komaorki
adherujgce do domen tzw. znaczkdw czesto pozostawaty okragte, cho¢ na fibronektynie
miaty tendencje do zajmowania sgsiadujgcych kwadratéw, natomiast HUCB-NSC na liniach
uktadaty sie rownolegle do ich krawedzi, zachowujgc charakter przylegania typowy dla
niespecyficznego (PLL) badZ specyficznego (FN) oddziatywania z substratem. W naszych
badaniach ptaska dwuwymiarowa krawedz domeny graniczgcej z nieadhezyjnym substratem
stanowita architektoniczny wyznacznik kierowania wypustek neuronalnych zaréwno na
liniach o szerokos$ci 10um, jak i w liniach tgczacych wielokomérkowe domeny kwadratowe.
Badania in vitro z uzyciem dorostych szczurzych progenitoréw hipokampalnych (ang. Adult
Rat Hippocampal Progenitor Cells, AHPCs) potwierdzajg zalezno$¢ réznicowania od
architektury domen: przyjmowaty fenotyp neuronalny (ekspresja B-tubuliny IIl) uktadajgc sie
wzdtuz tréjwymiarowego mikrowzoru zawierajgcego rowki o wysokosci 4 um (Recknor i
wsp., 2006). Swiadczy to o tym, ze zastosowanie wzoru dwuwymiarowej powierzchni o
réznej geometrii w potgczeniu z polem bedgcym repelentem dla komdérek moze stuzyc
réownie dobrze w kierunkowaniu rdéznicowania i wzrostu wypustek neuronalnych jak
tréjwymiarowe struktury: nanometrowe rowki, gdzie osiggnieto stymulacje réznicowania
neuronalnego ludzkich komodrek embrionalnych stosujagc jedynie zmiane wzoru
nanopowierzchni (Lee i wsp., 2010). Podobny efekt osiggnieto stosujgc chitozanowe
nanowtdkna, tworzgce rusztowanie dla wzrostu szczurzych komérek NSC i promujace ich
neuronalne rdzinicowanie (Wang i wsp., 2010). Brak jednak danych o rdinicowaniu
funkcjonalnym w kierunku neuronalnym na domenach bioaktywnych 2D. Jak do tej pory

aktywng sie¢ neuronalng wykazujgca potencjat czynnosciowy udato sie otrzymaé dla
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komodrek HUCB-NSC jedynie w warunkach hodowli tréjwymiarowej na rusztowaniach

keratynowych (Jurga i wsp. 2009).

W prezentowanej pracy w przypadku domen mikrodrukowanych o réznej geometrii,
réznicowanie komoérek HUCB-NSC w kierunku neuronalnym (ekspresja B-tubuliny III)
obserwowano w znacznie wiekszym stopniu na mikrodrukowanych liniach o szerokosci 10 i
20um (powyzej 30%), w poréwnaniu z kwadratami o boku 120um (ok. 20%), najmniej
komodrek wykazujacych obecnos¢ badanego markera zanotowano na jednokomérkowych
domenach kwadratowych, tzw. ‘znaczkach’. Podobna tendencja zaleznosci wptywu ksztattu
domen bioaktywnych na rdznicowanie obserwowana byfta dla szczurzych neuralnych
komérek macierzystych na mikrodrukowanych powierzchniach o wzorach paskéw,
kwadratow i linii tworzacych siatke (Solanki i wsp., 2010). Obserwowany efekt moze by¢
skutkiem oddziatywan miedzykomdrkowych zaleznych od liczby i rodzajéw kontaktow
miedzykomodrkowych. Na wiekszych domenach kwadratowych komérki majg kontakt z
sgsiadujgcymi komédrkami ze wszystkich stron, podczas gdy na liniach kontakt ten jest
ograniczony zazwyczaj do dwoch komaorek sgsiadujgcych. Umozliwienie potgczen pomiedzy
domenami (10-cio mikrometrowe linie tgczagce domeny kwadratowe, zastosowane w tej
pracy) czy uzycie domen o wzorze siatki (Solanki i wsp., 2010) promujg pojawianie sie
komérek neuronalnych i wytwarzanie wypustek MAP-2-pozytywnych. W niniejszej pracy
brak kontaktéw miedzykomdrkowych obserwowany na jednokomérkowych domenach -
‘znaczkach’ wptywat hamujgco na rdznicowanie neuronalne, nie obserwowano réwniez
zadnych komdrek MAP-2 pozytywnych. Na domenach o rozmiarze wiekszym niz 10um
komorki HUCB-NSC zachowywaty proporcje komérek zréznicowanych w kierunku astro- i
neuronalnym poréwnywalne do powierzchni standardowych (bez wzoru). Natomiast dane
literaturowe wskazujg, ze mniejsze domeny (10 um) mogq powodowad przetgczenie decyzji
rozwojowych ludzkich komérek sréddbtonkowych ze wzrostu w kierunku apoptozy (Chen i

wsp., 1998).

Ksztatt komérki lub agregatéw komédrkowych jest silnie dziatajgcym regulatorem ich
wzrostu i fizjologii (Guilak i wsp., 2009). Wiele proceséw zwigzanych z rozwojem
embrionalnym i rdznicowaniem komdrek macierzystych regulowane jest witasnie przez

ksztatt. Na przyktad zmiany w ksztatcie komérki warunkujg regulacje rozwoju serca (Manasek
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i wsp., 1972), podczas gdy wzrost i réznicowanie komérek $rédbtonka naczyrh wtosowatych
regulowany jest zmiang ksztattu, ktérg indukuje macierz zewnatrzkomoérkowa. Typowego
przyktadu wptywu jednowarstwowego versus trojwymiarowego wzrostu komoérek na
determinacje ich loséw, dostarcza hodowla chondrocytéw, gdzie podczas hodowli w
warunkach 2D (ptaskich naczyniach hodowlanych) komérki zaczynajg przyjmowaé fenotyp
fibroblastowy (Holzer i wsp., 1960), a utrzymywanie hodowli w formie tréjwymiarowej
zawiesiny (peletu) Ilub zamkniecie komdrek w agarozowym zelu utrzymuje ich
chondrocytarny fenotyp (Guilak i wsp., 2009). Stwierdzono réwniez wiekszg ekspresje
markeréw zwigzanych z chrzastka (chondrogenesis) w komodrkach mezenchymalnych
pochodzacych ze szpiku kostnego o bardziej okragtym ksztatcie komorki i jadra
komérkowego (McBride i wsp., 2008). Podobnie, mysie kule zarodkowe hodowane w
tréjwymiarowym systemie hodowli w hydrozelu wykazujg zwiekszong ekspresje markerdw
specyficznych dla chrzgstki w pordwnaniu z systemem jednowarstwowym (ang. monolayer)
(Hwang i wsp., 2006). Zmiany w morfologii komdrek mogg réwniez by¢ wywotane np.
hydrofobowg powierzchnig substratu Srodowiska zewnagtrzkomdérkowego. Powoduje ona
stabg adhezje i okragty ksztatt komdrek mezenchymalnych, natomiast zastosowanie silnie
pofatdowanej/porowatej powierzchni wywotato ich rozptaszczenie sie i silniejsze przyleganie

(Dalby i wsp., 2007).

Obecnos¢ koneksyny 43 w komodrkach HUCB-NSC hodowanych na liniach
drukowanych fibronektyng moze swiadczy¢ o obecnosci potgczen szczelinowych miedzy
sgsiadujgcymi komorkami typu ,gap junction”. Koneksyna 43 podlegata réznej ekspresji w
komdrkach na jednokomdrkowych ‘znaczkach’ drukowanych fibronektyng, pomimo braku
bezposredniego kontaktu miedzy komdrkami z sgsiadujgcych domen (zdjecia z mikroskopu
skaningowego). Fakt ten ttumaczyé mozna prawdopodobnym wptywem oddziatywania
receptorowego komoérek z fibronektyng, ktére moze indukow¢ synteze komédrkowa
koneksyny 43, pomimo braku potgczen szczelinowych. Wzmozong ekspresje koneksyny 43
pod wptywem fibronektyny obserwowano w komdrkach nabtonkowych pecherzykéw
ptucnych (Alford i Rannels 2001), jak rdwniez ostabienie odpowiedzi migracyjnej (szybkosci i

kierunkowos$ci migracji) komodrek grzebienia nerwowego (neural crest cells) z
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wyeliminowanym genem koneksyny 43 (knock-out) w obecnosci fibronektyny (Xu i wsp.,

2006).

2. Warunki zewnetrzne mikrosrodowiska i ich wptyw na losy HUCB-NSC w hodowli na

domenach bioaktywnych
Gestosc¢ wysiania determinujgca losy HUCB-NSC

Istotnym czynnikiem wptywajgcym na dynamike proliferacji HUCB-NSC, zaréwno na
domenach mikrodrukowanych PLL jak i fibronektynga jest gestos¢ wysiania komorek. Srednia
poczatkowa gestos¢ komorek (M) stymuluje pojawianie sie markera proliferacji Ki67 w
wiekszym stopniu niz niska (L) i wysoka (H) gestos¢ wysiania komérek. Co wiecej, na PLL
zwiekszenie gestosci wysiania do 50 000 komérek/cm? powoduje obnizenie wspétczynnika
proliferacji. Podobny zwigzek pomiedzy poczgtkowg gestoscig wysiania a proliferacjg
progenitoréw komorek endotelialnych wyizolowanych z ludzkiej zyty pepowinowej i
hodowanych na réznych biomateriatach obserwowany byt przez zespdét Heng’a (Heng i wsp.,
2010). Dodatkowo, bardzo niska gestos¢ wysiania komoérek powodowata znaczgce obnizenie
ekspresji profilu genow zwigzanych z adhezjg i funkcjg endotelium. Na proliferacje moga
mie¢ rowniez wptyw sity mechaniczne, generowane przez substrat i pofaczenia
miedzykomodrkowe (Janmey i Miller 2010). Gestos¢ wysiewania komérek mozie miec
ogromny wptyw na charakter ich pdZniejszej odpowiedzi rozwojowej. Dla przyktadu, podczas
réznicowania komoérek mezenchymalnych w kierunku chondroblastéw istotnym czynnikiem
jest zastosowanie tzw ‘micromass culture’, czyli poczagtkowej hodowli o bardzo duzej liczbie
komdrek w matej objetosci. Chcac réznicowaé komorki w kierunku osteoblastéw, nalezy
zachowac standardowe gestos$ci wysiania (Felka i wsp., 2010). Z naszych wczesniejszych
obserwacji wynika, ze podczas réznicowania komoérek HUCB-NSC w standardowej hodowli w
obecnosci neuromorfogenu, np. dBcAMP, nalezy zachowa¢ odpowiednig, optymalng gestos¢
ich wysiania (ok. 5x10 000/cm?®), poniewaz czynniki parakrynne, wydzielane przez gesta
hodowle, a takze kontakty miedzykomdrkowe wywierajg czesto silniejszy i przeciwny efekt
niz zastosowany czynnik réznicujgcy. Natomiast zbyt mata liczba poczatkowa inicjujgca

hodowle w obecnosci dBcAMP moze powodowacé indukcje apoptozy.
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Rola obecnosci surowicy w hodowli komdrek HUCB-NSC na mikrodomenach

biofunkcjonalnych

Obecnos$¢ surowicy w pozywce w prezentowanych badaniach miata wptyw na fenotyp
komodrek HUCB-NSC. 2 % zawartos¢ surowicy w standardowych warunkach hodowli linii
HUCB-NSC pozwala na spontaniczne ich réznicowanie (Buzanska i wsp., 2006, Jurga i wsp.,
2006). W przedstawianych w niniejszej pracy doswiadczeniach jej brak pozwalat na
otrzymanie puli komodrek niezréznicowanych immobilizowanych do platform zawierajgcych
poli-L-lizyne, a takze podwyzszat stopien proliferacji HUCB-NSC. Wycofanie surowicy z
pozywki hodowalnej wzmacniato réwniez efekt rdinicowania, jaki osiggano uzywajac
dBcAMP. Szczegdtowe znaczenie wptywu obecnosci surowicy bedzie przedstawione przy
okazji omawiania poszczegdlnych procesow rozwojowych HUCB-NSC. Zastosowanie kliniczne
hodowli komérkowych wymaga eliminacji produktéw odzwierzecych, w tym surowicy
(warunki tzw. xeno-free), stosowanych powszechnie in vitro. Uzywana w laboratoriach
surowica jest koktajlem niezidentyfikowanych, niezbednych do wzrostu czynnikéw, a
ponadto stanowi zagrozenie patogenami pochodzgcymi od zwierzgt. Dodatkowo, zawarta w
pozywce hodowlanej surowica moze prowadzi¢ do niekontrolowanego rdznicowania
komérek. Dlatego tez proponuje sie opracowanie protokotow hodowli komodrek
macierzystych w zdefiniowanych pod wzgledem sktadu warunkach bezsurowiczych (Richards
i wsp., 2008, Tsuji i wsp., 2008). W ostatnim czasie producenci odczynnikéw uzywanych do
hodowli komérek wprowadzja na rynek catg serie zamiennikdw surowicy. Pomimo to,
warunki hodowli nie sg catkowicie zdefiniowane, poniewaz sktad tych pozywek stanowi

przewaznie tajemnice producenta.

Rola obecnosci dBcAMP w hodowli komdrek HUCB-NSC na mikrodomenach

biofunkcjonalnych

Woczesniejsze badania wykazaty znaczacy wptyw obecnosci dBCAMP na réznicowanie
HUCB-NSC w kierunku neuronalnym w hodowli standardowej (Buzanska i wsp. 2006, Sun i
wsp. 2005), dlatego w tej pracy zastosowano dBcAMP do wzmocnienia efektu réznicowania
komérek HUCB-NSC na wielokomérkowych domenach mikrodrukowanych o rdéinym
ksztatcie. Podobnie jak w hodowli standardowej dBcAMP wzmacniat efekt réznicowania na

domenach biofunkcjonalnych (szczegétowe omdwienie tych wynikéw zamieszczono ponizej,
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przy opisie procesu roznicowania). dBcAMP jest powszechnie stosowanym zwigzkiem
stuzgcym do rdznicowania neuronalnego progenitorow neuralnych in vitro (Lepski i wsp.,
2011, Ng i wsp., 2009, Sanchez i wsp., 2004, Yang i wsp., 2004b). Dziata aktywujac zalezng od
cAMP kinaze biatkowg PKA (Sanchez i wsp., 2004), a takze fosforyluje biatko CREB (ang.
cAMP response-element) (Stachowiak i wsp., 2003), ktére, jak wykazano, indukuje
réznicowanie progenitorow hipokampalnych in vitro (Yang i wsp., 2004b) i reguluje dorosta

neurogeneze w strefie SVZ in vivo (Giachino i wsp., 2005).

3. Sterowanie kluczowymi procesami rozwojowymi HUCB-NSC w hodowli z

zastosowaniem okreslonych mikrodomen biofunkcjonalnych
Proliferacja i roznicowanie HUCB-NSC

Poziom proliferacji komdérek HUCB-NSC byt znaczagco wyziszy na domenach
mikrodrukowanych poli-L-lizyng w poréwnaniu z fibronektyng, niezaleznie od obecnosci (czy
braku) surowicy w podtozu hodowlanym. Wyniki te Swiadczg o tym, ze surowica moze miec
wptyw na przyleganie komérek do réznych biomateriatdw (adhezje) oraz na rdinicowanie

komdrek HUCB-NSC, natomiast nie wptywa znaczgco na poziom proliferacji.

Komorki Ki-67 pozytywne obserwowane byty na domenach fibronektynowych zaréowno w
warunkach bezsurowiczych jak i w obecnosci 2% FBS, co sSwiadczy o zdolnosci
ukierunkowanych, réznicujgcych sie komérek /progenitoréw neuralnych do intensywnej
proliferacji in vitro i in vivo (Buzanska i wsp., 2009, Encinas i Enikolopo 2008, Peltier i

wsp.,2010, Tucker i wsp., 2010).

Badanie proliferacji z zastosowaniem réznych domen bioaktywnych w uktadzie
doswiadczalnym z réznymi czasami trwania hodowli, rézng poczatkowa gestoscig wysiania
komodrek daje mozliwos¢ testowania wptywu czynnikéw toksycznych na procesy rozwojowe
komdrek macierzystych. Odmienne dziatanie takich czynnikéw moze zaleze¢ od czasu
ekspozycji, etapu rozwojowego komoérek (Castoldi i wsp., 2001) czy tez sposobu
oddziatywania miedzy komdrkami — dziatanie ochronne kontaktéw miedzykomdrkowych
(Nefedova i wsp., 2003). Przyktadem substancji wptywajgcej na rozwijajacy sie uktad
nerwowy jest chlorek metylorteci (MeHgCl) — neurotoksyna tzw. rozwojowa, ktérej dziatanie

zalezne jest od stopnia zréznicowania komérek neuralnych (Buzanska i wsp. 2009b).

-119-



Cze$¢ komdrek HUCB-NSC rosngcych na PLL jak i FN, na domenach biofunkcjonalnych,
zaréowno w warunkach réznicowania spontanicznego jak i pod wptywem dBcAMP czy biatek
sygnatowych wykazywata wspétwystepowanie markera neuronalnego (B-tubuliny 1l1) jak i
astrocytarnego GFAP. Komorki takie okreslilismy jako komdrki o fenotypie posrednim, przed
podjeciem decyzji rozwojowej. Koekspresja tych obydwu markeréw obserwowana byta
réowniez in vivo w przypadku badan rozwoju ludzkiego uktadu nerwowego (Draberova i wsp.,
2008), gdzie uzycie B-tubuliny IIl, jako markera komérek neuronalnych wczesnego rozwoju,
byto kwestionowane. Mozliwg interpretacjg obecnosci takich komdrek w znaczgcym
procencie, szczegdlnie w komoérkach rdznicujgcych sie spontanicznie na okreslonych
domenach biofunkcjonalnych, bez dodatku neuromorfogendéw, jest niski stopien
zaawansowania rozwojowego komdrek pochodzgcych z krwi pepowinowej, ktdre sg
pochodzenia ptodowego. Niemniej fakt, ze koekspresje tych dwdch markeréw typowo
zaliczanych do neuronalnego i astrocytarnego obserwowano we wczesnych etapach rozwoju
in vivo, sugeruje, ze moze to by¢ cecha komdrek przed wyborem kierunku réznicowania,
ktora to decyzja zaleze¢ moze od czynnikow Srodowiskowych. W przedstawianej pracy
wyodrebnianie tego fenotypu zastosowano w celu unikniecia btednego zakwalifikowania
wszystkich komorek wykazujgcych ekspresje B-tubuliny Il do linii neuronalnej i GFAP do linii

glejowej.

Obecnos¢ czynnika roéznicujgcego dBcAMP w pozywce hodowlanej powodowata
spadek liczby komérek obserwowanych na domenach mikrodrukowanych, zaréwno na PLL
jak i na fibronektynie, jednakze istotng statystycznie réznice stwierdzono jedynie na PLL w
warunkach bezsurowiczych. W przeprowadzanych doswiadczeniach dBcAMP dodawano do
pozywki hodowlanej po 24 godzinach, wraz z jej wymiang i po odptukaniu nieprzyklejonych
komodrek, wobec czego nie miato to wptywu na ich adhezje i rozprzestrzenianie sie na
domenach. Na powierzchniach mikrodrukowanych PLL, dBcAMP zaindukowato réznicowanie
w komorkach, ktére dos¢ dobrze byly przytwierdzone do podtoza, powodujac wzrost
wypustek. Duzy ubytek liczby komérek pod wptywem dBcAMP w warunkach bezsurowiczych
mogt by¢ spowodowany odklejaniem sie delikatnie przytwierdzonych komérek i ich $miercia.

W przeciwienstwie do PLL FN powodowata silng adhezje i rozptaszczanie sie komdrek HUCB-

-120-



NSC, podobng morfologie obserwowano w przypadku innych typéw ssaczych komorek

adherujacych do fibronektyny (Longhurst i Jennings 1998).

Roéznicowanie HUCB-NSC pod wptywem dBcAMP w kierunku neuronalnym byto
znaczaco wyzsze na fibronektynie niz na poli-L-lizynie. Warunki bezsurowicze dodatkowo
wzmacniaty ten efekt. Wyniki te sg zgodne z wczesniejszymi doniesieniami o mozliwosci
réznicowania neuralnych komérek macierzystych poprzez wycofanie czynnikow wzrostu
(Widera i wsp., 2007). Jednakze w prezentowanej tu pracy warunki kontrolne, bezsurowicze
(brak dBcAMP) nie powodujg wzmozonego réznicowania komdrek HUCB-NSC, co wiecej na
PLL promujg utrzymywanie fenotypu niezréznicowanego. W przypadku HUCB-NSC samo
wycofanie surowicy z pozywki bez dodatkowego wzbogacenia jej czynnikami morfogennymi

jest niewystarczajgce do osiggania zaawansowanych fenotypéw neuralnych.

Adhezja komdrek do podfoza jest procesem regulowanym przez wielorakie czynniki

Srodowiskowe.

Zastosowanie techniki bezdotykowego dozowania mikrokropli biomolekut pozwala na
dowolne rozplanowanie ukfadu serii domen o wybranym przez uzytkownika sktadzie,
stezeniu i nakraplaniu Scisle okreslonej ilosci roztworu bez ryzyka przeniesienia préoby z
jednej domeny na drugg i wystgpienia zanieczyszczenia. W naszych badaniach wstepnych
okreslono stabilnos¢ w trakcie hodowli, a takze sposdb oddziatywania z komdrkami szeregu
biatek macierzy zewnatrzkomdrkowej, takich jak laminina, fibronektyna, kolagen czy
witronektyna w okreslonym panelu stezen. Fibronektyna zapewniata najlepsza adhezje i
trwatos¢ komorek w trakcie hodowli we wszystkich testowanych stezeniach (HUCB-NSC
pokrywaty catg domene) (Ceriotti i wsp., 2009), dlatego zostata wybrana jako biatko
referencyjne do dalszych badan réznicowania na domenach mikronakraplanych. Poza
fibronektyng adhezja komdérek HUCB-NSC zalezna bytfa od stezenia uzytego biatka, natomiast
morfologia jak i stabilnos¢ komdrek HUCB-NSC zaréwno na kolagenie jak i na lamininie byta
najstabsza. Komorki majg tendencje do poczagtkowego przytgczania sie do krawedzi domen,
tworzgc pierscien, kolejno zarastajgc catg dostepng powierzchnie. Efekt ten obserwowano
réwniez w przypadku domen sktadajgcych sie z kolagenu (Roth i wsp., 2003). Dodatkowo,
odmienne zachowanie komérek HUCB-NSC w zaleznosci od stosowanego biatka ECM moze

by¢ spowodowane faktem, iz komdrki te w poréwnaniu do frakcji komodrek
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mononuklearnych izolowanych z krwi pepowinowej, majg podwyzszong ekspresje genow dla
Kolagenu V, Il i IX, jak rdwniez wykazujg ekspresje dla podjednostki 1, al i a3 integryny,
tworzgcej w odpowiedniej kombinacji receptory dla fibronektyny i lamininy (B1 i a3) oraz

kolagenu V (B1i al) (Buzanska i wsp., 2006, Prowse i wsp., 2011).

Badania in vitro nad oddziatywaniem komodrek z powierzchniami biofunkcjonalnymi byto
wielokrotnie dotychczas stosowane przy uzyciu réznego typu domen bioaktywnych i modeli
komdrkowych. W tym celu uzywano mikromacierze zawierajgce biatka ECM w badaniu
szczurzych hepatocytéw i réznicowaniu mysich zarodkowych komdérek macierzystych (Flaim i
wsp., 2005), obserwowano wiasciwosci adhezyjne zarodkowych komorek nerki czy mysich
fibroblastéw (Kuschel i wsp., 2006), réoznicowano ludzkie prekursory neuralne w obecnosci
biatek sygnatowych (Soen i wsp., 2006) oraz sprawdzano interakcje ludzkich

mezenchymalnych komdrek macierzystych z polimerami (Anderson i wsp., 2005).
Modelowanie niszy komdrek macierzystych przez konstrukcje domen wielosktadnikowych

Tworzagc domeny biofunkcjonalne  wielosktadnikowe mielismy na celu
odzwierciedlenie, chociaz czesciowej kompozycji naturalnej niszy komdrek macierzystych,
czyli zapewnienie kontaktéw miedzykomdrkowych, oddziatywania z biatkiem macierzy ECM
oraz stymulacje specyficzng komorek czgsteczkami sygnatowymi wptywajgcymi na decyzje
rozwojowe NSC. Dlatego tez fibronektyna zostata zastosowana w tej pracy nie tylko jako
sktadnik niszy, ale rdwniez czynnik umozliwiajgcy immobilizacje rozpuszczalnych biatkowych
czgsteczek sygnatowych. Sprawdzono, czy mozliwe jest tworzenie domen mikronakraplanych
jedynie biatkami sygnatowymi, bez fibronektyny. Detekcja niektdrych z nich przy uzyciu
elipsometru byta ledwie wykrywalna (Jagged, Wnt3a), staba (Shh czy Notch), badZ dos¢
wysoka (BMP-4, Dkk1), ale w kazdym przypadku niewystarczajaca dla adhezji HUCB-NSC.

Immobilizacja/unieruchomienie  czastek  sygnatowych na powierzchniach
biofunkcjonalnych daje mozliwos¢ kontroli ich rozmieszczenia, generowania gradientu
stezenia, pozwala na oszczedno$¢ przy zuzywaniu czesto drogich produktéw, ktdére w
systemie dozowania mikrokropli zuzywane sg w bardzo matej ilosci w poréwnaniu do
uzyskania podobnego stezenia w przypadku pokrycia nimi catego dotka naczynia

hodowlanego (Kuschel i wsp., 2006). Zastosowanie uktadu domen o réznym sktadzie na tym
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samym nos$niku umozliwia obserwacje wptywu zawartych w domenach réznych czynnikéw
na komodrki w doktadnie identycznych warunkach hodowlanych (czas trwania hodowli,
zawartos$¢ i jakos¢ pozywki hodowlanej), a takze umozliwia zastosowania mniejszej ilosci
komédrek w celu zbadania wielu réznych czynnikéw na nie wptywajacych (Flaim i wsp., 2008,

Kuschel i wsp., 2006).

W tkankach zwigzki rozpuszczalne, takie jak czynniki wzrostu czy cytokiny, zazwyczaj
sg usieciowane przez sktadniki macierzy zewnatrzkomérkowej (np. proteoglikany), natomiast
receptory znajdujg sie na powierzchni komdrek bezposrednio sgsiadujgcych z komérkami
macierzystymi. Dodatkowo, in vivo, dziatanie rozpuszczalnych czynnikéw sygnatowych
zawezone jest czesto do okolic powierzchni komoérki (Burdick i Vunjak-Novakovic 2009), a
immobilizacja ligandéw pozwala na lokalne zwiekszenie ich stezenia i silniejszg odpowiedz,
niz ma to miejsce w przypadku biatek rozpuszczonych w pozywce (Soen i wsp., 2006).
Unieruchomienie czynnikéw sygnatowych wraz z biatkami macierzy zewngtrzkomorkowej
wptywa na ich stabilnos¢, ciggtosé w utrzymywaniu przekazywanego sygnatu, a takze sprzyja
grupowaniu sie receptorow (receptor clustering) (Irvine i wsp., 2002). Ponadto stwierdzono
lepszg odpowiedz komodrek na czgsteczki immobilizowane do powierzchni w stosunku do
czynnikdw rozpuszczonych w pozywce hodowanej (Soen i wsp., 2006). Mezenchymalne
komérki macierzyste wykazywaty zwiekszone przezycie, odpornos¢ na smier¢ komorkowa
wywotang cytoking prozapalng Fas ligand, lepszg adhezje do biomateriatu zawierajgcego
kowalencyjnie zwigzany epidermalny czynnik wzrostu (EGF) w poréwnaniu do hodowli z
wysokim stezeniem rozpuszczonego w pozywce FGF (Fan i wsp., 2007). Immobilizowany do
naczynia hodowlanego LIF wydtuzat zachowanie pluripotencjalnego charakteru mysich
zarodkowych komoérek macierzystych do 6-8 pasazy, a takie utrzymywat diugotrwaty

aktywacje genow docelowych (Alberti i wsp., 2008).
Rola sygnatdw inicjowanych przez immobilizowane biatka sygnatowe

W celu zbadania wptywu biatek sygnatowych zawartych w wieloskfadnikowych
domenach biofunkcjonalnych na decyzje rozwojowe komérek HUCB-NSC wybrano biatka
aktywujgce $ciezki przekazywania sygnatu wewnatrzkomérkowego pobudzane w trakcie
rozwoju neuralnych komérek macierzystych. Zastosowano staty pieciodniowy czas hodowli

komoérek HUCB-NSC na domenach, co ogranicza efekt réznicowania, w ktérym mozna
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obserwowaé duzg przewage jednego z badanych fenotypéw. Jednakze dtuzisza hodowla
skutkowata warstwowym namnazaniem sie komdrek na domenach uniemozliwiajgcym ich
iloSciowg immunodetekcje. Komdrki hodowane byty na domenach w standardowej pozywce,
zawierajgcej 2% FBS, bez dodatkowych czynnikéw, poniewaz interesowat nas efekt
wywotany przez stymulacje okreslonej sciezki sygnatowe] przez efektor wbudowany do
podtoza, bez dodatkowego efektu dziatania innych neuromorfogenéw. Soen i
wspotpracownicy (2006), do pozywki ludzkich NSC pochodzgcych z modzgu ptodéw
hodowanych na mikronakraplanych domenach zawierajgcych biatka sygnatowe, dodawali
kwas retinowy, NT3 (neurotrofine 3) jak i BDNF, wzmacniajac tym samym efekt stosowanych

biomolekut (Soen i wsp., 2006).

W niniejszej pracy, poza wyborem uktadu eksperymentalnego zawierajgcego w
domenach okreslone biatko sygnatowe i fibronektyne, podjeto prébe eliminacji z pozywki
nawet matej ilosci (2%) surowicy. Surowica zawarta w pozywce ma hamujgcy wplyw na
réznicowanie sie komodrek HUCB-NSC, co stwierdzono w tej pracy na domenach
mikrodrukowanych. Okazato sie, ze w przypadku domen mikronakraplanych zastosowanie
pozywki bez surowicy powodowato silng proliferacje, a powstajgca dwuwarstwa komaérek juz

po 5 dniach hodowli uniemozliwiata analize immunocytochemiczng.

Do okreslenia kierunkdéw rdznicowania indukowanych przez biatka sygnatowe
zastosowano analize immunocytochemiczng na obecnos¢ B-tubuliny 1ll oraz GFAP, biatek
powszechnie uzywanych jako markery rdznicowania, odpowiednio, neuronalnego i
astroglejowego (Pierret i wsp., 2007, Solanki i wsp., 2010). Proces rdznicowania
neuronalnego i astroglejowego jest bardzo ztozony i wieloetapowy, dlatego, zeby w petni
oceni¢ zaawansowanie w réznicowaniu na domenach wielosktadnikowych, panel
stosowanych przeciwciat nalezatoby w dalszych badaniach uzupetni¢ o inne, typowe dla
dalszych etapdéw glio- i neurogenezy. Weryfikacja ukierunkowania neuronalnego, badz
astrocytarnego komoérek HUCB-NSC przeprowadzona byta na podstawie analizy zmiany
proporcji pomiedzy komdrkami charakteryzujgcymi sie obecnoscig B-tubuliny Il i GFAP, co
Swiadczy o wzglednej zmianie frakcji komérek wykazujgcych cechy komérek neuronalnych i
glejowych (Soen i wsp., 2006). Podobny rozktad fenotypowy uzyskano réwniez stosujgc

przeciwciato skierowane przeciwko cytoplazmatycznemu biatku S100B, swiadczacemu o
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astrocytarnym fenotypie komdérek HUCB-NSC indukowanym obecnoscig okreslonych biatek
sygnatowych. Na domenach wielosktadnikowych indukujgcych réznicowanie komérek HUCB-
NSC w kierunku neuronalnym obserwowano rowniez ekspresje biatka MAP-2, typowego dla

zaawansowanych w rozwoju komérek neuronalnych.

Na domenach kontrolnych, mikronakraplanych jedynie fibronektyng, obserwowano statg
podobng wartos¢ wystepowania roznych fenotypéw komodrkowych. Dlatego otrzymane
wyniki z biatkami sygnatowymi normalizowano poréwnujac je do wynikéw z fibronektyng. Na
tej podstawie wyodrebniono czasteczki sygnatowe posiadajace najwiekszy wptyw na

réznicowanie w kierunku neuro- czy astrocytarnym.

Rdznicowanie zwiekszone istotnie statystycznie w kierunku astrocytarnym
zaobserwowano na domenach zawierajgcych biatko CNTF, Jagged i Notch. Jednym z
gtownych czynnikdw warunkujgcych losy neuralnych komérek macierzystych jest sygnat
powierzchniowy pochodzacy z receptora btonowego Notch. W progenitorach neuralnych
aktywacja sciezki sygnatowej Notch hamuje rdinicowanie neuronalne przez przytaczenie
liganda (DELTA badz JAGGED), stymulujgc jednoczesnie proliferacje. Natomiast w
réznicujgcych sie neuralnych komodrkach macierzystych Notch indukuje powstawanie
astrocytow, wspotdziatajgc z cytoking CNTF (czynnik neurotroficzny pochodzenia

rzeskowego, ang. Ciliary neurotrophic factor) (Nagao i wsp., 2007).

Notch jest przezbtonowym receptorem, ktérego aktywacja zaczyna sie po pofaczeniu
z ligandem Delta lub Jagged. U kregowcoéw odkryto 4 homologi genu notch (notch1-4) oraz 5
ligandow (jagged-1i2, Delta 1,2 i 3) (Lathia i wsp., 2008). Komoérki progenitorowe produkujg
podwyzszone ilosci liganda dla Notch, hamujg tym samym przeksztatcanie komdrek
sgsiadujacych w neurony (Graf i Stadtfeld 2008). Badania sciezki sygnatowej Notch, z
wykorzystaniem mutacji wptywajgcych na przekaznictwo sygnatu sugerujg, iz Notch
utrzymuje neuralne komodrki macierzyste w niezréznicowanym, samo odnawiajagcym sie
stanie, a mutacja (delecja) w receptorze Notch-1 powodowata wczesniejsze réznicowanie
neuronalne oraz zmniejszenie puli komérek neuralnych (Yang i wsp., 2004a). Usuniecie
receptora Delta-like 1 (DIl1) zmniejszyto ekspresje markera progenitorow gleju
promienistego oraz spowodowato zwiekszenie ekspresji markera neuronalnego w madzgach

embrionéw, potwierdzajgc teze, iz sygnat ptyngcy z receptora Notch hamuje réznicowanie
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neuronalne w rozwijajgcym sie mézgu (Shi i wsp., 2008) i powoduje ostateczne réznicowanie
komarek astrocytarnych (Tanigaki i wsp., 2001). Notch utrzymuje multipotencjalny charakter
NSC wptywajgc na fosforylacje zwigzane z kinazg serynowo-treoninowg AKT i kinazg PI3
(Ables i wsp., 2011). Z powyzszych danych literaturowych wynika, ze efekt stymulacji sciezki
sygnatowej Notch zalezy od stadium rozwojowego, na ktorym komoérka sie znajduje oraz od
obecnosci czynnikdw wzrostowych i cytokin (Nagao i wsp., 2007). Do aktywac;ji Sciezki
sygnatowej Notch potrzebny jest bezposredni kontakt miedzykomdrkowy lub immobilizacja
ligandéw Notch, takich jak Delta-1,4 czy Jagged-1 (Goncalves i wsp., 2009). Dodatkowo
stwierdzono, ze do zaktywowania Notch przy pomocy ligandéw, niezbedne jest ich
unieruchomienie na powierzchniach biofunkcjonalnych (Varnum-Finney i wsp., 2000).
Komérki HUCB-NSC posiadajg podwyzszong ekspresje dla biatka Jagged (Buzanska i wsp.,
2006) totez immobilizacja receptora Notch w domenach moze dziata¢ synergistycznie i

powodowac efekt réoznicowania astrocytarnego.

W prezentowane] pracy biatko CNTF obecne w domenach wielosktadnikowych w
najwiekszym stopniu indukowato komarki HUCB-NSC do osiggania fenotypu astrocytarnego,
manifestujgcego sie obecnoscig biatka GFAP. Biatko CNTF nalezy do rodziny cytokin
interleukiny 6 ( IL-6), biorgcych istotny udziat w réznicowaniu astocytéw ( He i wsp., 2005),
zwiekszajgc udziat komorek wykazujgcych obecnosé GFAP. Postuluje sie réwniez zaleznosé
dziatania zaréwno CNTF jak i Notch od etapu rozwojowego, na ktérym komdérka sie znajduje.
Na wczesnym etapie rozwoju CNTF przeciwdziata biatku Notch, hamujacemu réznicowanie
komorek macierzystych, natomiast, gdy komodrka jest bardziej zaawansowana w rozwoju
(progenitory neuralne) CNTF wspodtdziata z Notch i czynnikami wzrostu (EGF/FGF2) indukujgc

réznicowanie astrocytéw (Nagao i wsp., 2007).

Zwiekszong  ekspresje  markera  wczesnego zrdznicowania  neuronalnego
obserwowano w przypadku zastosowania biatek Shh, Dkk-1, oraz BMP-4 w poréwnaniu do

komodrek hodowanych w tych samych warunkach na fibronektynie.

Biatko Shh jest morfogenem regulujgcym neurogeneze i gliogeneze w trakcie
rozwoju. Z danych literaturowych wiadomo, iz Shh zwieksza proliferacje prekursoréw
komorek ziarnistych hipokampa w SGZ (Wechsler-Reya i Scott 1999), zwieksza proliferacje

komodrek macierzystych w przestrzeni podwyscidtkowej w SVZ (Palma i wsp., 2004) oraz
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utrzymuje stan ich macierzystosci (Balordi i Fishel 2007). W niniejszej pracy stwierdzono
zwiekszong liczbe komodrek wykazujgcych znakowanie na B-tubuline I, jak réwniez
obserwowano ponad 27% komodrek o charakterze niezréznicowanym, nie wykazujacych
obecnosci badanych markeréw, co jest zgodne z danymi literaturowymi, stwierdzajgcymi
wzrost proliferacji neuralnych komoérek macierzystych pod wptywem podwyzszonej
zawartosci Shh (Palma i wsp., 2003). Biatko Shh utrzymuje proliferacje progenitorow
neuralnych dorostego hipokampa in vitro (Lai i wsp., 2003) poprzez mechanizm aktywacji
czynnika transkrypcyjnego Gli 1-3, ktdry dziata jako aktywator proliferacji, utrzymujacy w
mozgu populacje progenitoréw neuralnych. Zaktywowany szlak sygnatowy hedgehog
prowadzi do transkrypcji gendw czynnikdw wzrostowych i ich receptordw, takich jak PdgfR,

Gli-1, Wnt, Igf-2 (Wu i wsp., 2010).

W trakcie rozwoju szlak BMP hamuje rozwdj neuroektodermy, promujac
réznicowanie mezodermy i trofoblastu (Zhang i wsp., 2005). W komodrkach zarodkowych
biatko BMP-4 stanowi czynnik hamujgcy réznicowanie neuralne (Finley i wsp., 1999, Zhang i
wsp., 2005).. Wiadomo jest, ze dziatanie tego biatka zalezy od etapu rozwojowego komadrek
macierzystych i w fazie gliogennej polega na hamowaniu indukcji neurogenezy poprzez
aktywacje biatek ID1 (Sabo i wsp. 2010) i na aktywacji gliogenezy (Miller i Gauthier 2007). W
zaawansowanych progenitorach neuralnych, w neurogennej fazie rozwoju, aktywacja szlaku
BMP (tworzenie kompleksu ko-aktywatora p300/CBP z czynnikiem transkrypcyjnym SMAD)
moze indukowac transkrypcje gendw neuronalnych (Miller i Gauthier 2007). Stwierdzono
réowniez, ze biatko BMP-4 wspétdziatajgc z czynnikiem wzrostu bFGF indukuje rowniez
pojawianie sie komdrek wykazujgcych obecnos¢ B-tubuliny Il (marker TUJ1) w szczurzych
NSC (Moon i wsp., 2009). To moze czesciowo wyjasnia¢ pojawianie sie komoérek HUCB-NSC
wykazujgcych fenotyp neuronalny w domenach z immobilizowanym do powierzchni

biofunkcjonalnych czynnikiem BMP-4.

Sciezka sygnatowa zwiagzana z Wnt/B-katening bierze udziat w procesie proliferacji i
samoodnowy prekursoréw neuralnych, przez dziatanie cykliny D1 (Willert i Nusse, 1998).
Biatko Wnt petni istotng role w procesie réznicowania neuronalnego, zaréwno w hodowli
neuralnych komoérek macierzystych, jak i w dorostych hipokampach. Wskazuje to na

zroznicowang funkcje dziatania biatka Wnt. Dowiedziono, ze biatko Wnt3a i Wnt5a mogg
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zaréwno zwiekszaé proliferacje, jak i stymulowaé réznicowanie progenitoréw neuralnych
izolowanych z mézgéw mtodych myszy (Kalani i wsp., 2008). Podobne dziatanie biatka Wnt3a
obserwowano w niniejszej pracy, gdzie pod jego wptywem komodrki HUCB-NSC w wiekszosci
pozostawaty niezréznicowane (ponad 35%), ale takze réznicowaty sie w komorki o fenotypie
neuronalnym. Dodatkowo, w obecnosci Wnt3a zaobserwowano najmniejszg ilo$¢ komérek
zawierajgcych glejowe kwasne biatko wtdékienkowe (GFAP). Inhibitor kanonicznej sciezki
sygnatowej zwigzanej z Wnt — Dkk-1, promowat pojawianie sie komodrek wykazujgcych
obecnos¢ badanego markera neuronalnego, co jest zgodne z danymi literaturowymi (Verani i
wsp., 2007). Hamujacy charakter Dkk1, oddziatujgcy na Sciezke sygnatowg Wnt przejawiat sie
W represji procesu samoodnowy i utrzymywania zréznicowanego charakteru komérek HUCB-

NSC.

W coraz wiekszym stopniu mikroplatformy z domenami bioaktywnymi o réznym
sktadzie biomolekut na powierzchni hodowlanej znajdujg zastosowanie w badaniach
podstawowych, diagnostycznych np. w testach immunologicznych, urzadzeniach typu ‘lab on
chip’, bioczujnikach badajgcych metabolizm komérki oraz testach toksykologicznych
(Peterbauer i wsp., 2006, Falconnet i wsp., 2006). Prezentowane w niniejszej pracy
obserwacje mogg przyczynic sie do zastosowania przedstawianych uktadéw doswiadczalnych
zaréwno w badaniu podstawowych procesdw rozwojowych innych typow komorek, a takze
mogq stanowi¢ dogodny system weryfikujgcy dziatanie rdéinych  czynnikéw

farmakologicznych czy toksykologicznych.

-128 -



VI. Podsumowanie wynikow

» Zastosowanie technik bioinzynieryjnych: mikrodrukowania i dozowania mikrokropli
umozliwito otrzymanie matryc z okreslonym wzorem domen biofunkcjonalnych, o

réznym sktadzie i architekturze:

— domeny mikrodrukowane jednosktadnikowe pozycjonujace grupy komérek

(kwadraty i kwadraty potgczone liniami);

— domeny mikrodrukowane jednoskfadnikowe pozycjonujgce pojedyncze

komorki (linie oraz znaczki o rozdzielczo$ci 10um);
— domeny mikronakraplane wielosktadnikowe pozycjonujgce grupy komadrek;

* Metody elipsometrii i powierzchniowego rezonansu plazmowego potwierdzity

obecnos¢ nanoszonych biomolekut i ich funkcjonalnos¢

* Architektura i sktad powierzchni biofunkcjonalnych ma istotny wptyw na decyzje

rozwojowe i fenotyp komaérek HUCB-NSC:

— Rodzaj oddziatywania komérek z powierzchnig (receptorowe na fibronektynie
vs elektrostatyczne na poli-L-lizynie) determinuje fenotyp, adhezje i migracje

komodrek macierzystych;

— Adhezja komodrek jest istotnie zwiekszona na domenach mikrodrukowanych
poli-L-lizyng w poréwnaniu z domenami zawierajagcymi fibronektyne,

wycofanie surowicy z pozywki wzmacnia ten efekt;

— Proliferacja i migracja komoérek HUCB-NSC sg istotnie zwiekszone na

domenach mikrodrukowanych PLL w poréwnaniu z FN;

— Ksztatt domen wptywa na rdzinicowanie komérek HUCB-NSC: domeny
pozycjonujgce komorki pojedyncze (tzw. znaczki) utrzymujg charakter
niezréznicowany komoérek; linie promujg wydtuzanie komérek i osiggniecie
fenotypu neuronalnego; domeny kwadratowe wielokomodrkowe

mikrodrukowane fibronektyng sprzyjaja réznicowaniu neuronalnemu,
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(ekspresja B-tubuliny Il oraz MAP-2), linie tgczgce domeny kierunkujg wzrost

wypustek neuronalnych;

* Adhezja HUCB-NSC do domen mikronakraplanych  biatkami  macierzy
zewnatrzkomoérkowej zalezy od rodzaju i stezenia biatka: fibronektyna zapewnia

optymalng adhezje i stanowi biatko referencyjne domen wielosktadnikowych;

* Zawarte w wielosktadnikowych domenach mikronakraplanych biatka sygnatowe,
(CNTF, Jagged, Wnt-3a, BMP4, Shh, Dkk-1 i Notch) wywierajg istotny wptyw na wybér

drogi rozwojowej przez HUCB-NSC:

— Biatka sygnatowe CNTF, Jagged i Notch stymulujg HUCB-NSC do rdznicowania

w kierunku astrocytarnym

— Biatka sygnatowe Shh, Dkk-1 i BMP-4 promujg réznicowanie komorek HUCB-

NSC w kierunku neuronalnym

— Biatko sygnatowe Wnt-3a sprzyja samoodnowie HUCB-NSC i utrzymuje HUCB-

NSC w stanie niezréznicowanym.
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VII. Wnioski

1. Przestawione w dysertacji wyniki pozytywnie weryfikujg postawiong hipoteze.
Zmienna architektura i sktad domen biofunkcjonalnych moze by¢ elementem kontroli

decyzji rozwojowych komadrek macierzystych w hodowli in vitro.

2. Opracowanie metody unieruchomienia na powierzchni biofunkcjonalnej populacji
neuralnych komdrek macierzystych w stadium wczesnym — niezréznicowanym,
dostarcza nam nowe, przydatne narzedzie badawcze, umozliwiajgce poréwnanie tej

samej populacji komdrek macierzystych na réznych etapach rozwoju.

3. Zastosowanie domen biofunkcjonalnych wielosktadnikowych umozliwia aktywacje
specyficznych drég przekazywania sygnatu w neuralnych komadrkach macierzystych i
badanie mechanizmdéw molekularnych lezgcych u wyboru drogi rozwojowej przez

neuralne komorki macierzyste.
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VIII. STRESZCZENIE

Komorki macierzyste dzieki swym zdolnosciom do samoodnawiania sie i jednoczesnie
tworzenia wielu typéw komadrek zréznicowanych stanowig dogodny materiat do aplikacji w
medycynie regeneracyjnej. Neuralne komorki macierzyste, rezydujgce w OUN znajdujg sie w
specyficznym mikrosrodowisku stymulujgcym i regulujgcym neurogeneze, zwanym nisza.
Zawiera ona komponenty macierzy zewngtrzkomérkowej (ECM), rozpuszczalne czasteczki
sygnatowe, takie jak czynniki wzrostu, neuroprzekazniki, hormony, receptory umiejscowione
na sasiadujgcych komédrkach. Dodatkowo tréjwymiarowa architektura samej niszy
determinuje dostepnos$¢ i gradient sktadnikow rozpuszczalnych, jak rdéwniez sposdb
oddziatywania komorek macierzystych z czynnikami strukturalnymi. Dojrzewaniu NSC w
niszach neurogennych towarzyszg takie procesy rozwojowe, jak proliferacja, migracja i
réznicowanie, ktére sg precyzyjnie regulowane przez caty kontekst dynamicznych

oddziatywan NSC z otaczajgcym mikrosrodowiskiem.

Badanie neuralnych komadrek macierzystych z zastosowaniem najnowszych osiggniec z
zakresu nanotechnologii i bioinzynierii stanowi nowy rozdziat w dziedzinie zajmujgcej sie
komérkami macierzystymi. Hodowla komodrek macierzystych na dwuwymiarowych
systemach biomateriatowych jest dobrym, uproszczonym modelem stuzgcym do identyfikacji
i oceny dziatania sktadnikow niszy, ktére moga wptywaé na ich procesy rozwojowe,
umozliwiajgc badanie mechanizméw molekularnych lezgcych u podstaw oddziatywania
komdrek macierzystych z niszg komérkowa. Miniaturyzacja platform zawierajgcych
powierzchnie biofunkcjonalne umozliwia réwnolegta analize wielu parametrow
jednoczesnie, co moze mieé szerokie zastosowanie do badan podstawowych oraz testéw

biomedycznych i toksykologicznych.

Celem przedstawionej rozprawy byto zbadanie wptywu okreslonych warunkéw
mikrosrodowiska in vitro na podejmowanie decyzji rozwojowych przez komadrki macierzyste
izolowane z ludzkiej krwi pepowinowej. Wymagato to skonstruowania miniaturowych
systeméw badawczych (mikroplatform) zawierajgcych modyfikowalng powierzchnie
bioaktywng ze zmiennym wzorem domen umozliwiajgcych przeprowadzenie badan

kluczowych proceséw rozwojowych neuralnych komdrek macierzystych, takich jak adhezja,
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proliferacja i réznicowanie. Konstrukcje domen biofunkcjonalnych przeprowadzono przy
zastosowaniu dwéch technik mikroinzynieryjnych: drukowania mikrokontaktowego oraz
dozowania mikrokropli. Pierwsza daje mozliwos¢ manipulacji architekturg (ksztattem,
rozdzielczoscig, wielkoscig) domen, ale ograniczajgcza sktad domen do jednego typu
biomolekuty, druga umozliwia tworzenie domen wieloskfadnikowych i miniplatform
hodowlanych zawierajgcych domeny o réznym sktadzie. Otrzymane domeny biofunkcjonalne
scharakteryzowano pod katem obecnosci i funkcjonalnosci stosowanych molekut postugujac

sie technikami takimi, jak elipsometria i powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR).

Zbadano wptyw powierzchni biofunkcjonalnych na kluczowe procesy rozwojowe
komérek HUCB-NSC hodowanych na domenach mikrodrukowanych o réznej architekturze,
analizujac adhezje po jednym i siedmiu dniach hodowli, proliferacje w rdéznych uktadach
gestosci komorek i czasu trwania hodowli oraz réznicowanie w kierunku neuronalnym lub
glejowym. Matryce mikrodrukowane postuzyty do poréwnania wptywu architektury domen
biofunkcjonalnych na odpowiedz komérkowg w zaleznosci od typu oddziatywania komodrek z
powierzchnig: specyficznego (receptorowego, na fibronektynie) i niespecyficznego
(elektrostatycznego, na poli-L-lizynie). Weryfikacje wyzej wymienionych proceséw oparto na
analizie mikroskopowej oraz immunodetekcji przeciwciat specyficznych dla komodrek
proliferujgcych (Ki-67) a takze biatek charakterystycznych dla réznicowania neuronalnego (B-
tubuliny 1ll, MAP-2) oraz astrocytarnego (GFAP, S100B). Domeny mikronakraplane
wielosktadnikowe postuzyty do stymulacji okreslonych drég przekazywania sygnatu w
komdrkach macierzystych przez mate czasteczki sygnatowe, takie jak CNTF, Jagged, Wnt-3a,
BMP-4, Shh, Dkk-1, Notch, ktére byty immobilizowane do podtoza razem z biatkiem macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Decyzje rozwojowe NSC (samoodnowa versus réinicowanie w
kierunku neuronalnym i glejowym) identyfikowano immunocytochemicznie za pomoca

specyficznych przeciwciat.

Wykazano, iz geometria oraz wielko$¢ domen, a takze ich sktad wptywajg na decyzje
rozwojowe podejmowane przez komoérki linii HUCB-NSC. Stwierdzono réwniez, ze sposéb
oddziatywan komadrek HUCB-NSC z substratem powierzchni, niespecyficzne, elektrostatyczne
na PLL versus specyficzne, receptorowe na fibronektynie determinuje ich fenotyp oraz

zdolnos$ci migracyjne. Komérki hodowane w obecnosci poli-L-lizyny charakteryzowaty sie

-133-



niezréznicowang morfologig, pozostawaty okragte, stabo przytwierdzone do podtoza, z duzg
zdolnoscia do migracji. HUCB-NSC rosngce na fibronektynie wykazywaty wieksze
zréznicowanie morfologiczne, silng adhezje do podtoza (rozptaszczenie) oraz nie wykazywaty
zdolnosci do migracji pomiedzy domenami mikrodrukowanymi. Powyzsze wtasciwosci
wptywaja réwniez na analizowane procesy rozwojowe komoérek. Adhezja HUCB-NSC zaréwno
po jednym jak i po siedmiu dniach hodowli jest istotnie zwiekszona na domenach
mikrodrukowanych poli-L-lizyng w porédwnaniu do domen zawierajacych fibronektyne.
Zastosowanie pozywki bezsurowiczej dodatkowo potegowato ten efekt. Obserwowano
réwniez zwiekszong proliferacie HUCB-NSC na powierzchniach mikrodrukowanych PLL w
porownaniu do fibronektyny. Stosujgc opisang technike mikrodomen wykazano w tej pracy,
ze neuralne komorki macierzyste mogg by¢ immobilizowane do powierzchni PLL i hodowane

przez dtuzszy czas utrzymujgc jednoczesnie swoj niezréznicowany fenotyp.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze ksztatt i wielkos¢ domen biofunkcjonalnych ma duze
znaczenie w determinacji losu HUCB-NSC: domeny pozycjonujgce komorki pojedyncze
(tzw.znaczki) utrzymujg charakter niezréznicowany komoérek. Zastosowane mikrodrukowane
linie o szerokosci 10um promujg wydtuzanie komdrek oraz osiggniecie fenotypu
neuronalnego, a domeny wielokomodrkowe mikrodrukowane fibronektyng sprzyjajg
réznicowaniu neuronalnemu, (obecnos¢ B-tubuliny 1l oraz MAP-2) i ukierunkowaniu
wypustek wewnatrz linii tgczgcych domeny. Stwierdzitam réwniez, ze adhezja HUCB-NSC do
domen mikronakraplanych biatkami macierzy zewnatrzkomérkowej zalezy od rodzaju i
stezenia biatka, a fibronektyna zapewnia optymalng adhezje i dlatego stanowi biatko
referencyjne w badaniu réznicowania HUCB-NSC na domenach wielosktadnikowych. Domeny
wielosktadnikowe zawierajace biatka sygnatowe w sposdb specyficzny wptywajg na decyzje
rozwojowe komdrek HUCB-NSC. Biatka sygnatowe CNTF, Jagged i Notch stymulujg HUCB-NSC
do rdéznicowania w kierunku astrocytarnym; Shh, Dkk-1 i BMP-4 wptywajq pozytywnie na
réznicowanie neuronalne, a Wnt-3a sprzyja samoodnowie HUCB-NSC i utrzymuje HUCB-NSC

w stanie niezréznicowanym.

Przedstawione w dysertacji wyniki wykazaty, ze modelowanie zawartosci i architektury
powierzchni biofunkcjonalnych in vitro umozliwia kontrole decyzji rozwojowych neuralnych

komérek macierzystych pochodzacych z krwi pepowinowej. Zmienna architektura i sktad
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domen biofunkcjonalnych moze by¢ elementem kontroli decyzji rozwojowych komorek
macierzystych w hodowli in vitro. Domeny biofunkcjonalne wieloskfadnikowe umozliwiajg
badanie mechanizmédw molekularnych lezagcych u podstaw podejmowania decyzji
rozwojowych przez komodrki macierzyste, a zawarte w wielosktadnikowych domenach
mikronakraplanych biatka sygnatowe, takie jak CNTF, Jagged, Wnt-3a, BMP4, Shh, Dkk-1 i

Notch wywierajg istotny wptyw na wybér drogi rozwojowej przez HUCB-NSC.

ABSTRACT

Neural stem cell fate decisions are dependent upon signals coming from
microenvironment composed of extracellular matrix proteins, soluble factors and specificity
of cell-cell contacts. Studying in vitro mutual interactions of the stem cells with the
components of their microenvironment mimicking in vivo conditions is crucial for the further
tissue engineering and regenerative medicine applications. We have developed in vitro
system to control fate commitment and investigate the activation of intracellular pathways
in neural stem cells derived from human umbilical cord blood (HUCB-NSC). Bioactive
domains obtained by nano/micro emerging technologies, such as microcontact printing or
piezoelectric spotting, were designed to reflect the stem cell niche composition and to
influence their fate decisions. Different geometry of biofunctionalized surfaces, obtained by
microcontact printing of poly-L-lysine or fibronectin, was created to study the adhesion,
migration, proliferation as well as the differentiation of human cord blood-derived neural
stem cells. Multicomponent biofunctionalized surface with array of domains containing
selected biomolecules: fibronectin enriched with small signaling molecules (CNTF, Jagged,
Bmp-4, Wnt 3a, Shh, Dkk1 and Notch) was obtained by piezoelectric non contact spotting.
This system with “smart” domains was designed to activate particular molecular pathways
leading to the maintenance of the self renewal of non-differentiated cells or to promote
their differentiation into different neural lineages. The presence of the spotted proteins and
their functionality were tested by ellipsometry and surface plasmon resonance (SPR)
measurement. Ellipsometry was used to assess the amount and the distribution of the
protein within the spots while SPR estimated accessibility of the receptor binding sites and

protein reactivity on the fabricated domains. The bioactive domains have been shown to
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bind antibodies against signaling molecules and RGD sequence typical for particular small

proteins and fibronectin, respectively.

The results show that adhesion of HUCB-NSC to the domains after one and seven days
of culture is increased on poly-L-lysine microprinted domains comparing to fibronectin, such
effect is intensified in serum free culture. The similar tendency is observed concerning
proliferation. This effect can be due to different content of biomolecules in tested domains,
that govern unspecific (electrostatic) on poly-L-lysine or specific (receptor-mediated) on
fibronectin cell adhesion. It has been also shown that the geometry of the domain has the
important impact on the investigated differentiation of HUCB-NSC. The applied microprinted
thin lines (10um) promote neuronal phenotype of HUCB-NSC along the pattern and, in
addition to that, the interconnecting lines between multicellular domains govern growth of
neuronal protrusions. It has been also shown that type of interactions on the cell
membrane/bioactive domain interface were crucial to keep the cells either in neurally
committed or non-differentiated stage by fibronectin or poly-I-lysine pattern respectively.
Additionally single cell versus multicellular positioning of cells further promoted non-
differentiated stage of HUCB-NSC. Immunocytochemical analysis of HUCB-NSC for neuronal
(B-tubulin 1I1) or astroglia (GFAP) markers revealed that implemented signaling molecules
can direct cells into astrocytic (CNTF, Jagged, Notch) and neuronal (Dkk-1, Shh) fate or
allowed their surface immobilization in non-differentiate stage (Wnt-3a). This type of
bioengineered cell growth platforms reflecting natural stem cell niche microenvironment
can be used for screening the mechanisms governing neural stem cell fate decisions and

adverse reactions upon environmental stimuli.
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