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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Jednym z wyzwan wspotczesnej medycyny regeneracyjnej jest otrzymywanie
kompetentnych terapeutycznie komorek macierzystych (KM) (ang. Stem Cells, SCs),
ktore zachowujg zdolno$¢ do proliferacji prowadzacej do samoodnawiania
I r6znicowania w okreslonym kierunku. Brak zoptymalizowanych, powtarzalnych
i ujednoliconych metod hodowli in vitro takich komoérek uniemozliwia poréwnanie
| jednoznaczng ocen¢ wynikow terapii, w ktorych sa one stosowane. Odtworzenie
warunkow, w jakich komorki macierzyste wystgpuja W ich naturalnym $rodowisku -
w endogennych niszach (warunki biomimetyczne) i zrozumienie mechanizmow
lezagcych U podstaw samoodnawiania i réznicowania tych komorek, jest kierunkiem
badawczym wdrazanym w wielu laboratoriach na calym $wiecie (Daley 1 wsp. 2008,
Lutolf i wsp. 2009, Buzanska i wsp. 2013).

W naturalnych niszach neuralnych komorek macierzystych (ang. Neural Stem
Cells, NSC) w mozgu fizjologiczne stezenie tlenu jest wielokrotnie nizsze od
atmosferycznego i waha si¢ w granicach 0,5 - 5% (Erecinska i Silver 2001). Wykazano,
ze poziom tlenu w hodowli ma zasadniczy wptyw na kierunek réznicowania neuralnych
komorek macierzystych, a czynniki indukowane hipoksja (ang. Hypoxia-Inducible
Factors, HIF’s) zmieniaja ekspresje genow regulujacych procesy rozwojowe NSC
(Gustafsson i wsp. 2005, Santilli i wsp. 2010, Zhao i wsp. 2014).

Weczesniejsze badania prowadzone w Pracowni Bioinzynierii Komorek
Macierzystych wykazaty, ze niski poziom tlenu w hodowli (5%), jak réwniez obecno$¢
zwigzkow niskoczgsteczkowych regulujacych odpowiedz epigenetyczng komorki
(inhibitor metylotransferaz DNA i deacetylaz histonéw) wplywaja pozytywnie na
reprogramowanie HUCB-NSC (ang. Human Umbilical Cord Blood derived Neural
Stem Cells) do indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych (ang. induced
Pluripotent Stem Cells, iPSC) (Szablowska-Gadomska i wsp. 2012), co wigcej ich
stopien proliferacji 1 zrdznicowania jest Scisle skorelowany ze zmiang epigenomu
(Habich i wsp. 2013). Inne badania naszego zespotu wykazaty, ze geometria i sktad
powierzchni biofunkcjonalnych maja istotne znaczenie dla ukierunkowania rozwoju
HUCB-NSC (Buzanska i wsp. 2009, 2010, Zychowicz i wsp. 2011, 2012).
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Powyzsze wyniki wskazujg na zasadnos$¢ stosowania w badaniach teoretycznych
I aplikacyjnych niskiego, zblizonego do wystepujacego w mozgu, stezenia tlenu,
zwigzkow wptywajacych na epigenom komorki oraz warunkéw trojwymiarowej
hodowli.

Przedmiotem badan niniejszej pracy jest ustalenie najkorzystniejszych
warunkow in vitro do proliferacji i r6znicowania neuralnych komoérek macierzystych
oraz przeprowadzenie analiz molekularnych, majacych na celu okreslenie
wspotzaleznosci pomiedzy odpowiedzia komorek na obnizony poziom tlenu, ich
statusem epigenetycznym i zdolnoscig do réznicowania. Ustalenie takich warunkow
wymaga jednoczesnego badania wielu czynnikdow wpltywajacych na odpowiedz
komorki na bodzce zewnetrzne. W naszej opinii najwazniejsze z nich to: architektura
i sktad mikrosrodowiska, stezenie tlenu oraz obecno$¢ zwigzkow stymulujacych
réznicowanie 1 wplywajacych na status epigenetyczny komorki. Dlatego prowadzone
eksperymenty obejmuja takie zmienne jak: 1) warunki 5% i21% tlenu, 2) obecnos¢
czynnikow réznicujacych (zawarto$¢ w pozywce surowicy oraz dBcAMP), 3) uklady
hodowlane dwuwymiarowe (2D), i rusztowania trojwymiarowe (3D) 0 ré6znym sktadzie
| geometrii, 4) obecno$¢  substancji  nalezacych do  grupy  zwigzkoéw
niskoczgsteczkowych wplywajacych na status epigenetyczny i Szlaki przekazywania

sygnatu zwigzane z proliferacja i roznicowaniem komorki.

1.2. Nisza Komorek Macierzystych

Koncepcja niszy komorek macierzystych zostata zaproponowana przez
Schofielda prawie 40 lat temu. Woéwczas idea istnienia specjalnego, wydzielonego
anatomicznie miejsca, w ktorym w dorostym organizmie niezréznicowane komorki
rezyduja przez cale zycie, budzita wiele kontrowersji. Dzi§ stanowi jedna
z najwazniejszych galezi w badaniach nad biologia komoérek macierzystych (Schofield,
1978). Obecnie wiadomo, ze zaréwno struktura przestrzenna, jak i sklad niszy
wplywajg na procesy rozwojowe przebywajacych w niej komorek i tylko dzieki
odpowiednim sygnatom (chemicznym, fizycznym 1 biologicznym) mozliwa jest
regulacja ich samoodnowy, r6znicowania czy migracji.

Przez wiele lat uwazano, ze mdzg rozwija si¢ do pewnego momentu, po ktorym
nie dochodzi w nim do zadnych zmian — neurony tworzg $cisle okreslone, niezmienne

szlaki, a ewentualne ubytki nic sg zastepowane nowymi komorkami (Cajal 1913).
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Jednakze, badania Altmana z 1962 roku wykazaly obecno$¢ w mozgu szczurow
komorek proliferujacych, ktore daja poczatek nowym neuronom (Altman 1962), co
podwazylo dogmat Cajal’a. W 1989 roku Sally Temple udowodnita istnienie
multipotencjalnych, samoodnawiajagcych si¢ komorek w  strefie okotokomorowej
w mysim mézgu (Ma i wsp. 2013).
Od 1998 roku dzigki badaniom Gage'a i jego wspotpracownikéw wiemy, ze
W organizmie dorostego czlowieka rowniez zachodzi aktywna neurogeneza, ktora jest
zwigzana z wyzszymi funkcjami poznawczymi | procesami pami¢ciowymi. W mozgu
zidentyfikowano dwa obszary, w ktorych zachodzi aktywna neurogeneza, nazywane
niszami (ang. niche) neurogennymi, sa to:
e strefa podziarnista (ang. SubGranular Zone, SGZ) obszaru zakretu zgbatego
hipokampa (ang. Dentate Gyrus, DG),

o strefa okolokomorowa komodr bocznych (ang. SubVentricular Zone, SVZ)

(Eriksson i wsp. 1998, Kempermann i wsp. 2015).

Nisza neurogenng nazywamy mikrosrodowisko, w ktorym rezyduja NSC,
charakteryzujace si¢ dynamicznymi zmianami zaleznymi od stadium rozwojowego
I warunkow fizjologicznych oraz patologicznych.

Wspomniane powyzej naturalne nisze neuralnych komodrek macierzystych
obecne w mézgu czlowieka: strefy SGZ i SVZ, roznig si¢ od siebie budowa, sktadem
macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. ExtraCellular Matrix, ECM) i typem komorek,
ktéore w nich wystepuja. W obu niszach znajduja si¢ komorki $rodbtonka naczyn
krwionosnych, jednakze tylko w SVZ wystepuja ependymocyty (komorki wysciotki
komor) (Doetsch, 2003). W obu regionach znajduja si¢ komorki NSC, ktore wykazuja
pewne podobienstwo (molekularne i morfologiczne) do astrocytow. Obserwujemy w
nich ekspresje biatka GFAP (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein), ktore wystepuje m.in.
w astrocytach, przy réwnoczesnej obecnosci NESTYNY czy markera SOX2,
charakterystycznego dla ro6znicowania neuronalnego (Giachino i wsp. 2014, Akkermann
i wsp. 2016).

Nisza pelni kluczowg role w prawidlowym funkcjonowaniu NSC. Rozwoj
uktadu nerwowego jest regulowany przez wiele sygnaléw pochodzacych zaréwno
zwnetrza komorki, jak 1 ze S$rodowiska zewnetrznego. Komorki oddziatujac

Z otaczajagcym je Srodowiskiem, otrzymuja informacje od sasiadujgcych komorek na
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drodze parakrynowej i cytokrynowej - przez czynniki rozpuszczalne niszy oraz
bezposrednio przez zlacza miedzykomodrkowe. Sygnaty te pozwalaja zaindukowac
podzialy komoérkowe, kierunek réznicowania komoérek w okreslong tkanke lub
utrzymac je w stanie niezréznicowanym. Do najwazniejszych czynnikéw ksztattujacych
naturalng nisz¢ KM, naleza m.in. zwigzane z obecnoscig naczyn krwiono$nych:
temperatura, dostgpno$¢ tlenu i substancji odzywcezych, a takze czasteczki sygnatowe
i czynniki troficzne (np. czynniki wzrostu, cytokiny, hormony), geometria przestrzenna
1 zwigzane z nig interakcje pomiedzy samymi komorkami, jak réwniez komorkami

I macierzg zewnatrzkomorkowa (Ryc. 1).

macierz zewnatrzkomorkowa

S @Qﬁ
)y 4 6@'(\ //,

o= | R0 o
\‘x y | 0\\%’/,1/
W L X _ X

interakcje pomiedzy
komorkami

dostepnos¢ tlenu i dwutlenku wegla

i%gnéﬂqoglej
®e

czgsteczki
sygnalowe

v
geometria przestrzenna

y
y
//

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie budowy niszy NSC. Czynniki mikrosrodowiska

wplywajgce na procesy rozwojowe NSC zaznaczono pogrubiong czcionkg.
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NSC w odpowiedzi na bodzce wydzielaja elementy macierzy
zewnatrzkomoérkowej, ktore reguluja ich przyleganie poprzez oddziatywanie
Z receptorami integrynowymi. Wykazano, ze w zalezno$ci od tego, czy komorka jest
zakotwiczona w btonie podstawnej niszy, czy kontaktuje si¢ tylko z sgsiadujgcymi
komoérkami, bedzie ona ulegata podziatowi w innej ptaszczyznie, co m.in. determinuje
czy bedzie to podzial symetryczny czy asymetryczny (Ryc. 1). Podczas podziatu
symetrycznego powstajg dwie identyczne komoérki potomne o takich samych
wlasciwosciach jak komorka, z ktorej pochodza (komorka ,,matki”’). Ten typ podzialu
prowadzi do zwigkszenia puli komorek macierzystych. Podzial asymetryczny zwigzany
jest z powstaniem jednej komorki o cechach ,matki” i1 jednej rdznicujacej sig.
W efekcie mamy zachowang stalg pule komorek macierzystych, ale jednoczesnie
powstajg komorki progenitorowe, z ktorych powstajg komorki tkanek (Molofsky i wsp.
2004, Daley i wsp. 2008, Lutolf i wsp. 2009, Buzanska i wsp. 2013).

Macierz zewnatrzkomorkowa jest substancjg wypetniajaca przestrzen pomigdzy
komorkami 1 stanowi ich swoiste rusztowanie. Sklada si¢ z biatek m.in. lamininy,
wimentyny, kolagenu, fibronektyny i polisacharydéw np. glikozaminoglikanow (GAG).
Od tych ostatnich zalezy sztywno$¢ 1 elastyczno$¢ podtoza, na ktorym osadzone sg
komorki, a takze sposob oddziatywania komodrek z macierza: specyficzne — receptorowe
lub niespecyficzne — elektrostatyczne. Biatka macierzy pozwalaja na specyficzne
wigzanie komorek do podtoza, poniewaz posiadaja okreslone sekwencje aminokwasowe,
do ktorych mogg wigzac si¢ receptory integrynowe (Dityatev i wsp. 2010).

Laminina (LN) jest jednym z glownych komponentow ECM. W ukladzie
nerwowym jest skladnikiem btony podstawnej, ktéra sprzyja interakcjom neuronow
I komorek glejowych. Ponadto jest niezbedna do migracji i réznicowania neuronow
W rozwijajacym si¢ mézdzku i stanowi miejsce zaczepu dla wydtuzajacych si¢ aksonow
(Liesi i wsp. 1995).

Kolagen (Col) wystepuje w duzej ilosci w strefach neurogennych moézgu. Petni
on istotng rolg w regulowaniu sztywnosci ECM. W modzgu cztowieka i gryzoni obecny
jest gtownie kolagen typu IV. W rozwijajacym si¢ uktadzie nerwowym lokalizuje si¢ on
wzdhuz grzebienia nerwowego. Wykazano, ze moze on hamowac proliferacj¢ NSC 1 ich
roznicowanie w kierunku astrocytow, wzmacniajac réznicowanie neuronalne (Ali 1 wsp.
1998).

Proteoglikany sa bardzo istotnymi skladnikami ECM, zaangazowanymi

w ukierunkowany wzrost neuronéw 1 ich aksonéw. Wewnatrz swojego biatkowego
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rdzenia zawieraja liczne glikozaminoglikany, glownie proteoglikany siarczanu
chondroityny (ang. Chondroitin Sulfate ProteoGlycans, CSPGs) lub heparanu
(ang. Heparan Sulfate ProteoGlycans, HSPGs). Uwaza si¢, ze sg one
wspotodpowiedzialne za wigzanie FGF-2, ktory istotnie wplywa na proliferacj¢ NSC
w niszy (Kerever i wsp. 2007).

Wykazano, ze interakcje komorek rosnacych obok siebie, jak rowniez komoérek
Z otaczajaca je macierza zewnatrzkomorkowa, majg wplyw na ich losy (m.in.
roznicowanie, podziaty czy apoptozg). Przyleganie komorek sprzyja wilasciwemu
formowaniu cytoszkieletu, ktory stanowi rusztowanie do przenoszenia czasteczek
szlakow sygnatowych (Chen i wsp. 2004) i jest czynnikiem niezb¢dnym do regeneracji
tkanek.

Podsumowujac, losy komodrek macierzystych sa zalezne od niszy, w ktorej si¢
znajduja. Fizyczne interakcje pomigdzy komorkami, a takze substancje przez nie
wydzielane i te dostarczone przez naczynia krwionos$ne spoza niszy sg glownymi

czynnikami wptywajacymi na ich réznicowanie i podziaty.

1.3. Neuralne Komérki Macierzyste (NSC)

Komoérki macierzyste to niewyspecjalizowane komorki, ktore wystepuja
w organizmach wielokomérkowych, w tym m.in. u czltowieka, charakteryzujace si¢
zdolnoscia do potencjalnie nieograniczonej liczby podziatow, samoodnowy
i rtoznicowania w rozne typy komorek. Ze wzgledu na pochodzenie mozemy je
podzieli¢ na dwie gléwne kategorie: zarodkowe (ang. Embryonic Stem Cells, ESC)
I tkankowe (somatyczne, zwane réwniez “dorostymi”) (ang. Adult Stem Cells, ASC).
Zarodkowe komorki macierzyste wystepuja w wezle zarodkowym blastocysty (ang.
Inner Cell Mass, ICM), natomiast komorki somatyczne rezyduja w réznych tkankach
organizmu przez cate jego zycie (Ciemerych 2008, Kubiak i Ciemerych 2013).

Ze wzgledu na potencjal do rdéznicowania, komorki macierzyste mozemy
podzieli¢ na toti-, pluri-, multi- i unipotencjalne (Ryc. 2). Komoérkami totipotencjalnymi
sa zygota oraz blastomery w zarodkach na wczesnych etapach rozwoju
przedimplantacyjnego - moga one da¢ poczatek calemu organizmowi, W tym roéwniez
tkankom pozazarodkowym. Pierwszy etap rdéznicowania, ktory skutkuje pewnym
ograniczeniem potencji komorek, nastgpuje w momencie przechodzenia stadium moruli

do blastocysty. Blastocysta jest zbudowana z dwdoch warstw komorek rdznigcych sie
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morfologiag - zewngtrznej tworzacej trofoblast, z ktdrego powstang btony plodowe
I zarodkowa cze$¢ lozyska oraz warstwy wewnetrznej budujacej wezetl zarodkowy
(wlasciwy zarodek). Komoérki wezta zarodkowego majg charakter pluripotencjalny —
mogg przeksztalcic sie w komorki trzech listkow zarodkowych: ekto-, mezo-
I endodermy oraz pierwotne komorki plciowe. Dalszy wzrost organizmu wigze si¢
z r6znicowaniem i specjalizacja komorek. Komorki, ktére mogg réznicowac si¢ w Kilka
typéw komorek pochodzacych z tego samego listka zarodkowego nazywamy
multipotencjalnymi. Odgrywaja one istotng role w utrzymaniu homeostazy tkankowe;j
zarowno w fizjologicznych, jak i patologicznych warunkach: pozwalaja zastgpowaé
wymieniane przez caly okres zycia osobniczego komorki. Komorki unipotencjalne
moga réznicowac si¢ do jednego typu komorek, ale w przeciwienstwie do komorek
zroznicowanych nadal posiadajg zdolnos¢ do podziatow (Ryc. 2) (Ciemerych 2008,
Zhang i wsp. 2012, Mahla 2016).

komorki niezréoznicowane

totipotencjalne - maja zdolnos¢ réznicowania sie w
komorki 3 listkéw zarodkowych
oraz komorki trofoblastu.

«

oyl

=

g pluripotencjalne - maja zdolnos¢ réznicowania sie w
o komorki 3 listkéw zarodkowych.

Q

oy

s

‘N

O

-

3 multipotencjalne - maja zdolnosc roznicowania sie w
g kilka typéw komérek pochodzacych
E z tego samego listka zarodkowego.

jeden rodzaj komorek.
@ Od zréznicowanych komorek réznia
sie tym, ze posiadaja zdolnosé

proliferaciji.

@ @ unipotencjalne - maja zdolnos¢ réznicowania sie w

komorki zréznicowane

Rycina 2. Schematyczne przedstawienie hierarchii rozwojowej komorek macierzystych

Neuralne komorki macierzyste to multipotencjalne, niedojrzate komoérki obecne

zarOwno w rozwijajacym si¢, jak 1 dojrzatym Os$rodkowym Uktadzie Nerwowym
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(OUN) (ang. Central Nervous System, CNS), charakteryzujace si¢ zdolnoscig do
samoodnowy i tzw. neuralng trojpotencja - tj. zdolnoscig do réznicowania w trzy
glowne typy komorek neuralnych: neurony, astrocyty i oligodendrocyty (Casarosa i wsp.
2014). Ponadto, pochodzace od nich komoérki progenitorowe majg duzy potencjat
proliferacyjny i migracyjny, dzigki czemu moga dociera¢ do miejsc uszkodzenia

I uzupetia¢ ubytki tkanki (Brousse i wsp. 2015).

1.3.1. Metody otrzymywania Neuralnych Komorek Macierzystych

Jedng z metod otrzymywania NSC jest ich izolacja z rozwijajacych si¢ zarodkow
i ptodow (np. po spontanicznym poronieniu). Jej zaletg jest fakt, ze sg to komorki
pierwotne, niezréznicowane 0 potencjalnie duzej zdolnosci do proliferacji. Jednakze
liczba NSC uzyskanych przy takiej procedurze jest ograniczona. Ponadto spontaniczne
poronienie jest czesto wynikiem wystgpienia wad rozwojowych ptodu, ktore mogg by¢
zZwigzane z mutacjami genetycznymi, obecnymi réwniez w izolowanych NSC.
Teoretycznie, mozliwe jest uzyskanie NSC w wyniku indukowanego réznicowania ESC,
pochodzacych z rozwijajacej si¢ blastocysty, jednakze ze wzgledow etycznych stanowig
one materiat o ograniczonej dostepno$ci. Rozwigzaniem tego problemu mogtoby by¢
pozyskiwanie NSC w wyniku réznicowania indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych (iPSC) (Denham i Dottori, 2011). Komodrki wyjsciowe mozna
pozyskiwa¢ z tatwo dostepnych zrodet (praktycznie z kazdej tkanki organizmu),
reprogramowac i réznicowac. Jednakze technicznie wykonanie takiej procedury, ktora
bytaby z jednej strony bezpieczna (nie integracyjna), a z drugiej wystarczajaco wydajna,
ciggle wymaga zaawansowanych badan, nad ktérymi pracuje wiele laboratoriow na
swiecie (Augustyniak i wsp. 2014). Inng technikg jest pozyskiwanie NSC z dorostego
moézgu. Niestety ze wzgledu na lokalizacje NSC, nie jest mozliwa ich bezpieczna
izolacja z nisz endogennych (Roszek i Komoszynski 2008, Mahla 2016). Dlatego tez
poszukuje si¢ alternatywnych metod pozyskiwania NSC.

Ostatnio popularna stata si¢ technika uzyskiwana indukowanych neuralnych
komorek macierzystych (ang. induced Neural Stem Cell, INSC) w wyniku
bezposredniej transdyferencjacji z fibroblastéw i innych komorek zréznicowanych
(Ruggieri i wsp. 2014). Jest to technika polegajagca na bezposredniej konwersji

fenotypowej z pomini¢ciem reprogramowania do stanu pluripotencjalnosci (ang.
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phenotypic conversion). Metoda ta jest bardziej wydajna i szybsza, niz uzyskiwanie
I r6znicowanie iPSC, co wiegcej, poprzez skrocenie czasu reprogramowania
i zmniejszenie liczby stosowanych zwigzkow, potencjalnie niesie ze sobg mniejsze
ryzyko mutacji, wiaze si¢ jednak zwykle z zastosowaniem wektorow wirusowych, co
stwarza watpliwosci dotyczace bezpieczenstwa i uniemozliwia zastosowanie w klinice
(Liu i wsp. 2012A).

Alternatywng metoda jest izolacja komoérek pochodzacych z tkanek poptodu
(krwi pgpowinowej, sznura pepowinowego, tkanek tozyska). Sg one czesto bardziej
pierwotne niz te pochodzace z nisz w dojrzaltym organizmie i dajg wigksze mozliwoS$ci
regeneracyjne. Z ludzkiej krwi pepowinowej wyprowadzono stabilng lini¢ neuralnych
komorek macierzystych (HUCB-NSC), ktéra jest przedmiotem badan niniejsze;j
rozprawy (Buzanska i wsp. 2002, 2006). Z mezenchymalnych komorek macierzystych
(ang. Mesenchymal Stem Cells, MSC) izolowanych z Galarety Wharton’a (ang.
Wharton's Jelly, WJ) i hodowanych w odpowiednich warunkach uzyskano komorki o
fenotypie neuralnym, charakteryzujace si¢ wysokim potencjatlem proliferacyjnym,
ekspresja czynnikow neurotroficznych i obecnos$cig markerow typowych dla NSC
(Drela i wsp. 2016).

Zaletg stosowania komoérek macierzystych pochodzacych z krwi pepowinowe;j
| sznura pgpowinowego jest fakt, iz sg stosunkowo tatwe w uzyskaniu, przechowywaniu,
posiadaja wysoki potencjat proliferacyjny i istnieje mozliwo$¢ ich zastosowania do
przeszczepow autologicznych. Ponadto, w tkankach poptodu, jest ponad 8 razy wigcej
KM niz np. w szpiku kostnym czy krwi obwodowej i sg one mniej wrazliwe na
substancje toksyczne pochodzace ze $rodowiska (Domanska-Janik i wsp. 2008,
Buzanska i wsp. 2009A, Buzanska i wsp. 2010). Dodatkowo izolacja KM z tkanek
poptodu nie jest obarczona watpliwosciami natury etycznej (Machalinski 1 wsp. 1998,

Hordyjewska i wsp. 2015).

1.3.2. Linia neuralnych komodrek macierzystych wyprowadzona z Kkrwi

pepowinowej (HUCB-NSC)

Linia HUCB-NSC zostata otrzymana w IMDiK PAN z frakcji mononuklearnej
ludzkiej krwi pepowinowej pozbawionej komoérek hematopoetycznych (CD34+).
Prowadzono selekcje komorek nieprzylegajacych, ktore przenoszono do pozywki

roznicujace] w obecnosci EGF, dzieki czemu udato si¢ uzyska¢ frakcje komorek o
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charakterze neuralnym (Buzanska i wsp. 2001, 2002). Wykazano, ze komorki te
charakteryzuja si¢ stabilnym kariotypem, zdolno$cia do nieograniczonego wzrostu
w warunkach in vitro i réznicowania w trzy podtypy komoérek neuralnych o charakterze

neurondéw, astrocytow i oligodendrocytow (Buzanska i wsp. 2006).

Komorki linii HUCB-NSC moga by¢ utrzymywane w hodowli na réznych
etapach rozwoju (Ryc. 3):

* niezréznicowane, wolno proliferujace komoérki macierzyste rosngce w postaci
nieprzylegajacych  agregatow  komodrkowych, hodowane w  pozywce
bezsurowiczej z dodatkiem EGF (SF+EGF),

* niezroznicowane, szybko proliferujace komorki macierzyste rosnagce w pozywce
w  postaci  nieprzylegajacych  agregatow  komorkowych,  hodowane
W bezsurowiczej pozywce bez EGF (SF),

» proliferujagce komorki macierzyste 1 progenitorowe — rosngce w hodowli
zawierajace] frakcje komorek przylegajacych i mniej liczng frakcje komorek
nieprzylegajacych, hodowane w pozywce z malg zawartosécig surowicy (2% FBS)
(LS),

* ukierunkowane komorki prekursorowe — przylegajace, hodowane w pozywce
Z matg zawartos$cig surowicy 1 réznicowane za pomocg czynnikdéw indukujacych

réznicowanie, np. dBCAMP (LS+dBcAMP).

W  warunkach wzrostu komoérek w zawiesinie (hodowla nieprzylegajaca
W pozywce bezsurowiczej) HUCB-NSC wykazuja zdolno$¢ do tworzenia neurosfer —
regularnych agregatow komorkowych tworzacych trojwymiarowa strukture o okreslonej
budowie (Buzanska i wsp. 2005).

Hodowla HUCB-NSC w pozywce zawierajacej 2% surowicy pozwala uzyskac
dwie frakcje komorek. Wiekszos¢ z nich to komorki przylegajace do dna naczynia
hodowlanego, tworzace jednowarstwowa heterogenng populacjg, charakteryzujace si¢
obecno$cia wypustek 1 ekspresja biatek typowych dla wczesnych progenitoréw
neuralnych. Druga, mniej liczng frakcje, stanowig komorki niezréznicowane unoszace
si¢ w pozywce hodowlanej. Hodowla przylegajaca zapewnia komoérkom lepsza
ekspozycje na czasteczki sygnatowe, a w przypadku pokrycia podloza substancja
adhezyjna (np. biatkami ECM), pozwala na lepsza organizacj¢ cytoszkieletu, co jest

niezbedne do wlasciwego roznicowania NSC.
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Dalsze ré6znicowanie HUCB-NSC do komorek charakteryzujacych si¢ ekspresja
biatek typowych dla neuronéw, astrocytow i oligodendrocytow moze byc
przeprowadzone poprzez dodanie do pozywki hodowlanej czynnikéw indukujacych
réznicowanie w okre§lonym kierunku np. w Kkierunku neuronalnym poprzez
zastosowanie kwasu retinowego (ang. Retinoic Acid, RA), neurotroficznego czynnika
pochodzenia moézgowego (ang. Brain Derived Neurotropic Factor, BDNF) lub
dwumaslanu cyklicznego AMP (ang. diButyryl cyclic Adenosine MonoPhosphate,
dBcAMP) (Buzanska i wsp. 2002, 2003, 2005, 2006A, Jurga i wsp. 2009).

Woeczesniejsze badania prowadzone w naszym zespole dowiodly, ze jedynie
warunki trojwymiarowe (struktury rusztowan 3D poro$nigte komérkami) pozwolily na
uzyskanie w hodowli HUCB-NSC funkcjonalnych neuronéw zdolnych do generowania
spontanicznych potencjatéw czynno$ciowych na mikromacierzach wieloelektrodowych
(Jurga 1 wsp. 2009). Biorac pod uwagg przytoczone powyzej wyniki, zasadnym wydaje
si¢ by¢ stosowanie hodowli trojwymiarowej w badaniach dotyczacych rozwoju

i roznicowania HUCB-NSC.
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NIEZROZNICOWANE, WOLNO PROLIFERUJACE
KOMORKI MACIERZYSTE
populacja w stanie uspionym
hodowla nieprzylegajaca (agregaty komorkowe)
pozywka SF+EGF

NIEZROZNICOWANE, SZYBKO PROLIFERUJACE
KOMORKI MACIERZYSTE
hodowla nieprzylegajaca (agregaty komorkowe)
pozywka SF

@ PROLIFERUJACE KOMORKI MACIERZYSTE I
PROGENITOROWE

@ hodowla przylegajaca z frakcja komorek zawiesinowych
pozywka LS

UKIERUNKOWANE KOMORKI PREKURSOROWE
hodowla przylegajaca

@@ pozywka LS+ czynnik réznicujacy np. dBcAMP

Rycina 3. Schemat przedstawiajgcy hierarchie rozwoju HUCB-NSC (na podstawie
Buzanska i wsp. 2005, zmodyfikowane).

KOMORKI ZROZNICOWANE
neurony, astrocyty 1 oligodendrocyty
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1.4. Réznicowanie Neuralnych Komorek Macierzystych

Mechanizmy odpowiedzialne za indukuj¢ samoodnowy i réznicowanie komorek
macierzystych rezydujacych w niszach naszego organizmu, pomimo, iz sg intensywnie
badane w wielu laboratoriach na §wiecie, nie s3 do konca poznane. Zrozumienie tych
mechanizméw pozwoliloby na odtworzenie procesu normalnego/fizjologicznego
rozwoju organizmu i odkrycie co powoduje, ze komorki ulegajg transformacji
nowotworowe;j.

Dotychczasowe badania wykazaly, ze proces réznicowania komorek sktada sie¢
z wielu etapéw, podczas ktérych aktywowane sa kolejne grupy gendow typowe dla
danego stadium rozwoju komorki. Niektore z nich pobudzaja rdéznicowanie
w okreslonym kierunku, a inne je hamujg. Ekspresja tych genéw zalezna jest od wielu
czynnikdéw, m.in. obecnosci czasteczek uwalnianych przez sasiadujace komorki
I interakcji komorka-komorka, dostgpnosci tlenu i dwutlenku wegla, wielkosci, ksztattu
i elastycznosci $rodowiska, w ktorym rosng, modyfikacji epigenetycznych i wielu
innych.

Decyzja czy komorka zachowa swoj potencjal do roéznicowania i zdolnos¢ do
samoodnawiania, czy rozpocznie roéznicowanie zalezy od aktywnosci wielu szlakow
sygnatowych i rownowagi pomigdzy nimi. Uwaza sig, ze za utrzymanie populacji NSC
W niszach w mozgu odpowiadajg przede wszystkim szlaki: Notch, Wnt i Hedgehog
(Ahn i Joyner 2005).

Szlak sygnatowy Notch

Szlak sygnatowy Notch reguluje gléwnie procesy zwigzane z proliferacja
I r6znicowaniem komorek. Aktywno$¢ tego szlaku jest niezbedna do utrzymania
zdolnosci do samoodnawiania roznych typow komorek macierzystych w ich niszach
(m.in. HSC i NSC) (Calvi i wsp. 2003, Hitoshi i wsp. 2002). Aby mogto dojs¢ do
réznicowania NSC, aktywno$¢ szlaku sygnalowego Notch musi by¢ zahamowana przez
biatko NUMB (Spana i Doe, 1996). Bialko to petni rowniez kluczowsa role w regulacji
podzialéw asymetrycznych, dzigki ktorym powstaja komoérki niezbedne do budowy
tkanek i narzadéw m.in. podczas neurogenezy (Rhyu i wsp. 1994). Receptor Notch jest
pobudzany przez bezposredni kontakt pomi¢dzy komdrkami - ligandy znajdujace si¢ na

jednej komorce tacza si¢ z receptorami Notch znajdujagcymi si¢ na drugiej. Komorki
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posiadajace na swojej blonie powierzchniowej ligandy dla receptora Notch (np.
czgsteczki Jagged) moga w sasiadujgcych z nimi komoérkach, wiacza¢ lub wytaczacé
sygnalizacje Notch, a co za tym idzie regulowac ich decyzje rozwojowe. Uwaza si¢, ze
wlasnie dzigki temu mechanizmowi mozliwa jest wlasciwa organizacja komoérek w
tkankach (Greenwald 2012). Szlak sygnatlowy Notch jest zaangazowany W proces
réznicowania i formowania wielu tkanek w okresie zarodkowym i dorostym zyciu.
Wykazano, ze petni on istotng role m.in. w regulacji losu endotelialnych komorek
macierzystych i w angiogenezie (Liu i wsp. 2003), a w niszach neuralnych komorek
macierzystych odpowiada za utrzymanie odpowiedniej rownowagi pomig¢dzy iloscig
NSC i NPC (neuralne komorki progenitorowe, ang. Neural Progenitor Cells, NPCs)
(Aguirre i wsp. 2010). Znana jest rowniez funkcja Notch w aktywacji gliogenezy
(Morrison i wsp. 2000).

Szlak sygnatowy Wnt

Szlak sygnalowy Wnt reguluje réznicowanie 1 migracje komorek. Podczas
rozwoju zarodkowego odpowiada za wtasciwy przebieg organogenezy i rozwoj uktadu
nerwowego. Wykazano istnienie dwoch $ciezek szlaku Wnt, klasycznej (kanonicznej) —
zwigzanej z B-katening oraz $ciezki nieklasycznej, ktora dziala antagonistycznie do
szlaku klasycznego (Komiya i Habas 2008). Czasteczki Wnt sg glikoproteinami
wydzielanymi pozakomorkowo, oddziatujacymi z macierza zewnatrzkomorkowa
(z glikozaminoglikanami) i wywotujagcymi odpowiedz w komoérkach poprzez wigzanie
si¢ z receptorami powierzchniowymi z rodziny Frizzled (Fz) (Katoh i Katoh, 2007).
Wykazano, ze szlak Wnt przez B-katening moze wptywac na proliferacj¢ 1 zdolnos¢ do
samoodnowy w niektorych typach komdrek macierzystych. Nadekspresja tej ostatniej
sprzyjata zwiekszeniu puli komorek progenitorowych w uktadzie nerwowym (Chenn
i Walsh, 2002). Uwaza si¢, ze szlak niekanoniczny jest on odpowiedzialny za
segregacje komorek podczas tworzenia listkow zarodkowych (Veeman i wsp. 2003).
Wnt7a dziatajac w szlaku niezaleznym od B-kateniny, jest zaangazowany we wzrost
aksonow 1 formowanie synaps. Z drugiej strony wykazano udzial Wnt7a w utrzymaniu
populacji NSC w ich niszy poprzez zahamowanie cyklu komorkowego i regulacje
samoodnawiania, jest roOwniez istotny dla prawidlowego przebiegu wczesnych etapow

neurogenezy (Qu i wsp. 2013).
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Szlak sygnatowy Hedgehog

Szlak sygnatowy Hedgehog to konserwatywny mechanizm regulujacy rozwoj
embrionalny ssakow (Roszek i Komoszynski 2008). Aktywowany jest przez jedno
z trzech biatek: Sonic hedgehog (Shh), Desert hedgehog (Dhh) lub Indian hedgehog
(Ihh), sposrod ktorych najlepiej poznane jest Shh. Szlak Sonic hedgehog jest niezbgdny
do utrzymania puli neuralnych komoérek progenitorowych podczas rozwoju uktadu
nerwowego i w postnatalnym kresomézgowiu (Machold i wsp. 2003). Shh wptywa na
stopien proliferacji progenitorow neuralnych in vivo i in vitro (Lai i wsp. 2002). Co
ciekawe, wykazano ze hipoksja powoduje zwickszenie ekspresji Shh w progenitorach
neuralnych i neuronach, co jest zwigzane ze zwigkszong proliferacjg tych pierwszych

(Sims i wsp. 2009).

Szlak sygnatowy BMP

Biatka morfogenetyczne kosci (ang. Bone Morphogenetic Protein, BMP) nalezg
do nadrodziny TGFp (transformujacego czynnika wzrostu beta, ang. Transforming
Growth Factor ). Szlak sygnalowy BMP moze przebiega¢ drogami kanonicznymi —
z udziatem biatek SMAD, lub niekanonicznymi, ktore sag od nich niezalezne (Wang
iwsp. 2014, Dubiel iwsp. 2015). Aktywnos¢ szlaku sygnatowego moze byc¢
bezposrednio hamowana przez wigzanie jednego z antagonistow: biatka noggin,
chordyny (ang. Chordin), folistatyny (ang. Follistatin), neurogesyny-1 (ang.
Neurogesin-1) lub innych (Bond i wsp. 2012).

Biatka z rodziny BMP reguluja proliferacj¢, roznicowanie i apoptoze podczas
rozwoju zarodkowego, a w rozwinietych organizmach odpowiadaja za homeostazg
tkankowa. Wykazano rowniez, ze biorg udzial w gojeniu ran oraz odpowiedzi
immunologicznej dorostych organizmoéow (Dubiel i wsp. 2015).

BMP s3 obecne w duzych ilosciach w rozwijajacym si¢ — zarodkowym
I ptodowym, ale takze w dorostym uktadzie nerwowym i odgrywaja kluczowa rolg
w wielu procesach komorkowych, w tym roznicowaniu i dojrzewaniu NSC. Wykazano,
ze ekspresja BMP jest Scisle regulowana 1 wykazuje zréznicowany wzorzec czasowy
| przestrzenny, dzigki czemu moze wywieraé rézne, czesto przeciwne, efekty na
rozwijajacy si¢ uktad nerwowy (Bond i wsp. 2012). W uktadzie nerwowym szczegdlng

role odgrywajg BMP4 i BMP7, ktore blokuja indukcje szlaku nerwowego W ektodermie.
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Ich aktywno$¢ w komorkach ektodermy przyczynia si¢ do tworzenia naskorka.
Natomiast ich zablokowanie przez noggin, chordyne 1 folistatyng powoduje
odblokowanie roznicowania neuroektodermalnego (Smith i Harland, 1992; Smith i wsp.
1993, Lamb iwsp. 1993, Lamb i wsp. 2001). Ponadto BMP4 reguluje formowanie
moézgowia poprzez indukcje¢ apoptozy komorek grzebienia nerwowego (Graham i wsp.
1994).

Indukcja réznicowania neuralnego jest z jednej strony efektem zablokowania
aktywnos$ci szlaku BMP, a z drugiej dziatania szlakow zwigzanych z czynnikami
wzrostu - FGF i IGF (Insulinopodobny Czynnik Wzrostu, ang. Insulinlike Growth
Factor). Sygnalizacja FGF hamuje ekspresj¢ BMP4 i BMP7, umozliwiajac komorkom
rdéznicowanie neuralne (Ishimura i wsp. 2000).

Szlak BMP jest zaangazowany réwniez w regulacje¢ przejscia pomi¢dzy neuro-
I gliogenezg. Na poczatkowym etapie rdéznicowania neuralnego BMP sprzyja
neurogenezie powodujac réoznicowanie NSC w kierunku neuronalnym. Uwaza sig, ze
BMP4 poprzez aktywacj¢ szlaku sygnatowego ERK (ang. Extracellular signal-
Regulated Kinases) moze indukowaé ekspresje neuronalnej p TUBULINY II (TUJI)
(Moon i wsp. 2009). Ponadto wykazano, ze ekspresja NEUROGENINY1 (NGNI1),
proneuralnego czynnika transkrypcyjnego, reguluje wptyw szlaku sygnatowego BMP
na NSC. Podczas neurogenezy wysoka ekspresja NGN1 sprzyja proneuralnemu
dziataniu BMP (Ma i wsp. 1996). Wraz z postepujaca neurogeneza, NGN1 hamuje
indukowane przez BMP roznicowanie w kierunku astrocytarnym (zablokowanie
ekspresji GFAP) i dopiero, gdy jej ilo$§¢ znacznie si¢ zmniejszy, dochodzi do
odblokowania ekspresji GFAP i przejscia z neurogenezy do gliogenezy (Sun i wsp.
2001). Wykazano, ze nadekspresja BMP7 w mdzgu zmniejsza proliferacje i spowalnia
neurogeneze. Rownoczes$nie zahamowanie tego szlaku przez Noggin zmniejsza liczbg
astrocytow tworzonych z progenitoréw znajdujacych si¢ w strefie neurogennej komor

mozgu 1 promuje ich réznicowanie neuronalne (Lim 1 wsp. 2000).
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1.5. Hodowla in vitro - wpltyw czynnikéw srodowiskowych

1.5.1. Rusztowania trojwymiarowe

Juz w 1933 roku pojawita si¢ pierwsza koncepcja zastosowania “sztucznych
materiatdow” jako no$nikow komorkowych i przeszczepienia ich do zywego organizmu.
Biscgelie stworzyt hodowle mysich komorek nowotworowych zamknietych
W biopolimerowej btonie, ktérg nastepnie przeszczepil do jamy brzusznej kurzych
embrionéw. Doswiadczenie to uwaza si¢ za poczatek rozwoju inzynierii tkankowej
(Biscgelie 1933). Kolejne badania pozwolity opracowaé konstrukty ztozone z komorek
beta trzustki rosngcych na syntetycznych kapilarach, ktore wydzielaty insuling
w odpowiedzi na zmiany stezenia glukozy w pozywce hodowlanej (Chick i wsp. 1975).
Udalo si¢ rowniez zastosowaé fibroblasty hodowane na kolagenowych rusztowaniach
w leczeniu rozlegtych poparzen (Burke i wsp. 1981). Obecnie prowadzi si¢ wiele prob
zastosowania polaczenia komorek macierzystych 1 trojwymiarowych rusztowan
W leczeniu chorob, regeneracji i/ lub zastepowaniu narzadéw. Dotyczy to komorek
pochodzacych z réznych listkbw zarodkowych, bedacych na réznych stadiach
zréznicowania 1 posiadajacych odmienny potencjat proliferacyjny.

Termin inzynieria tkankowa zostal po raz pierwszy uzyty podczas warsztatow
National Science Foundation w 1988 roku i odnosit si¢ do mozliwosci zastosowania
zasad 1 metod inzynierii 1 nauk o Zyciu do zrozumienia podstawowych zaleznoSci
pomiedzy strukturg 1 funkcja normalnych 1 patologicznych tkanek ssakow, a takze do
rozwoju substytutow biologicznych, ktére przywroca, utrzymaja lub poprawia funkcje
tkanek (Langer i Vacanti, 2016). Najwazniejszym celem inzynierii tkankowej jest
wytwarzanie in vitro struktur tkankowych o charakterze ochronnym i regeneracyjnym.
Cel ten probuje si¢ osiggnaé taczac szybki postep w dziedzinie biologii komorek
macierzystych i badan molekularnych z postepem w dziedzinie inzynierii materialowe;
I bioinformatycznej. Stosowane sg rozne strategie tworzenia konstruktow komorkowo-
biomateriatowych 1 ich hodowli. Polegaja one na nasiewaniu komorek na juz
wytworzone rusztowania (strategia ,,Top-down”), albo na otrzymywaniu modutow
biomateriatowo-komorkowych na zasadzie agregacji lub drukowania struktury tkanki
biomaterialem razem z zawieszonymi komoérkami (strategia ,,Bottom-up”) (Nichol
I Khademhosseini, 2009). W efekcie zasiedlone komoérkami rusztowanie w okreslonych

warunkach in vitro ma spelnia¢ rol¢ niszy przypominajagcej warunki naturalne
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(biomimetyczne) dla kompetentnych terapeutycznie komoérek, natomiast przeszczepione
do tkanki ma spetnia¢ funkcje strukturalng i regeneracyjna.

Podczas projektowania rusztowan istotne sg takie cechy jak biokompatybilno$¢
I biodegradowalnos$¢ biomateriatu, brak cytotoksyczno$ci, topografia powierzchni, na
ktérej beda rosty komorki, a takze twardo$¢ 1 wlasciwosci przewodzace materiatu.
Istotne sg rowniez cechy zwigzane z obrobka rusztowania: powtarzalno$¢ tworzonych
struktur (zarowno przestrzenna jak i chemiczna), fatwo$¢ manipulowania i sterylizacji.
Idealne rusztowanie powinno wspiera¢ przyleganie komorek, ich przerastanie w glab
struktury rusztowania. Wiasciwosci mechaniczne powinny by¢ zblizone do tkanki, do
ktorej rusztowanie ma by¢ przeszczepione. Powinno wspiera¢ angiogenez¢ i tworzenie
odpowiedniej sieci nowych naczyn krwiono$nych (wystarczajacej gestosci, aby
zaopatrzy¢ odbudowywang tkanke). Nie powinno réwniez powodowac odpowiedzi
immunologicznej, a wigc koniecznoéci stosowania lekow immunosupresyjnych
(Sarnowska i wsp. 2013, Mahla 2016).

Do konstrukcji rusztowan stosuje sie dwa typy materialdbw: naturalne
i syntetyczne. Do najczesciej stosowanych biomateriatbw naturalnych mozemy
zaliczy¢: kolagen, wtokna jedwabiu, alginiany, chitozan, keratyne, elastyne (Chhabra
iwsp. 2016, Pietrucha 2015, Konop i wsp. 2017, Pietrucha i wsp. 2017)
i decelularyzowane tkanki np. pozbawiona nabtonka btona owodniowa (Feng i wsp.
2014) lub nanerwie (tac. epineurium) izolowane z nerwu biodrowo-pachwinowego
(Klimczak i wsp. 2017). Wsr6d materiatow syntetycznych nalezy wymienié: poliestry i
ich kopolimery, poliuretany, polifosfazeny, poliwgglany, poliestroamidy, poliglikolidy,
a takze ceramiczne: hydroksyapatyty, bioszkta (Gunatillake i wsp. 2006, Krishna i wsp.
2016).

Naturalne biomaterialy majg t¢ przewage nad materiatami syntetycznymi, ze
fatwo integruja si¢ z tkanka, sg biodegradowalne, nie sg tez z reguty cytotoksyczne,
zawierajg naturalne sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej niszy komorkowej - przez
co posiadaja aktywnos¢ biologiczng i wptywaja na procesy komorkowe. Sa one jednak
trudniejsze w manipulacji, powazne problemy stwarza ich sterylizacja, a ztozona, czgsto
niepowtarzalna struktura utrudnia oceng, ktory czynnik wywotat okreslong odpowiedz
komoérkows. Dodatkowo komponenty biatkowe pochodzace od innych organizmoéw
moga wywota¢ odpowiedz uktadu immunologicznego. Z drugiej strony, materiaty
syntetyczne pozwalaja na bardzo precyzyjne projektowanie struktury przestrzennej

rusztowan, latwiej jest wyeliminowac¢ ich ewentualne zanieczyszczenia juz na etapie
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produkcji, sa tatwiejsze w sterylizacji, produkcji na duza skale, ale bardzo czgsto nie
stanowig atrakcyjnego podtoza do wzrostu 1 proliferacji komorek, co indukuje potrzebe
ich dodatkowej funkcjonalizacji (Rao 1 W.inter, 2009, Saha i wsp. 2007).
Funkcjonalizacja moze polega¢ na fizycznym oddzialywaniu z rozpuszczalnymi
czasteczkami sygnatowymi lub modyfikacji chemicznej materiatu, glownie przez
przytaczenie czasteczek odpowiedzialnych za przyleganie komoérek (ang. Adhesion
Molecules, AMSs) albo samych sekwencji peptydowych aktywnie wigzacych receptory
integrynowe (Willerth i Sakiyama-Elbert, 2007). Problemem zwigzanym z uzyciem
sztucznych biomaterialow jest tez czgsto wywolywana przez nie reakcja zapalna, ktora
wynika z tego, ze w zwigzku z ich rozktadem uwalniane sg zwiazki draznigce tkanke,

w ktorej sg umieszczone (Gunatillake i wsp. 2006).

1.5.1.1. Wiasciwosci fizykochemiczne rusztowan: wplyw na roéznicowanie

komorek macierzystych

Materiat, z ktérego zbudowane jest rusztowanie stanowi dla komorki sygnat
chemiczny, natomiast jego ksztalt i wlasciwosci fizykochemiczne sa informacja
biofizyczng. Mozemy tu uwzgledni¢ wptyw takich czynnikow jak nanotopografia,
mikrogeometria, sity mechaniczne, sztywno$¢ i chropowato$§¢ biomateriatu,
rozpuszczalnos$¢, zdolnos$¢ do przewodzenia ciepta czy pradu. Niezwykle istotny jest tez
stosunek powierzchni, ktérag mogg porasta¢c komorki do objetosci rusztowania.
Wszystkie te czynniki wplywaja na losy komorek (Krishna 1 wsp. 2016). Wlasciwosci
mechaniczne materiatu zalezg przede wszystkim od jego skladnikoéw, zawartosci wody
i struktury, ktore reguluja miedzy- i wewnatrzczasteczkowe sity i napre¢zenia.
Wiasciwosci  te sa najczeSciej modyfikowane dzigki zmianom w skladzie,
przewodnictwie, obrobce termicznej czy porowatosci (Saha i wsp. 2007).

Niektore procesy komorkowe, takie jak: proliferacja, roznicowanie czy apoptoza,
zaleza od specyficznej komoérkowo lokalizacji w tkance, co jest zwigzane z jej
okreslong geometrig. Badania na KM oparte na takich obserwacjach pozwolity
stwierdzi¢, ze te same komorki wysiane na struktury o réznej geometrii réznicujg si¢
w inne podtypy komorek. Wydaje sie, ze moga one zarowno wspierac, jak 1 blokowac
sygnaly stymulujace komoérki do roznicowania (np. te zwigzane z dziataniem
czynnikow wzrostu i/lub cytokin) (Krishna i wsp. 2016, Saha i wsp. 2007, Zychowicz
i wsp. 2012).
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Podczas wytwarzania rusztowan stosuje si¢ rozne typy topografii m.in. gabki
zawierajace pory, otwarte rowki, zamkniete kanaty (lamelle), nanorurki, nanowtokna,
ktore w rozny sposob oddzialujg na komoérki. Zwraca si¢ tu uwage na oddzialywanie
cytoszkieletu komorek z rusztowaniem, a takze na indukowang przez geometri¢
rusztowania interakcje komorka-komorka (Krishna i wsp. 2016).

Sity mechaniczne dziatajace na komorki sg uwazane za jeden z wazniejszych
czynnikéw ksztattujagcych nisze. Btona komoérkowa, dopasowujac si¢ do ksztattu
nanostruktury rusztowania, moze powodowac zwigkszenie napigcia
wewnatrzkomorkowego, co z kolei moze skutkowaé przebudowa znajdujacego si¢ pod
nig cytoszkieletu, zmieniajagc tym samym morfologi¢ i procesy zyciowe komorki
(Ahmed i wsp. 2007). Uwaza sig¢, ze za mechanotransdukcje sygnatu moze odpowiadaé
kilka szlakow komoérkowych m.in. MAPK, PI3K/Akt, RhoA/ROCK, Wnt/B-katetnina
I TGF-B, ktorych aktywnos$¢ jest w duzej mierze zalezna od interakcji komorki
Z otaczajacym ja $rodowiskiem (Krishna i wsp. 2016). Obecnie nie sg jeszcze znane
mechanizmy odpowiedzialne za przetworzenie informacji biofizycznej na sygnat
wewnatrzkomorkowy, ale istotny wydaje si¢ mechanizm zwigzany z zalezng od
integryn adhezja komorek. Uktad przestrzenny dostepnych dla komorki miejsc wigzania
znajdujacych si¢ na czasteczkach adhezyjnych rusztowania/ECM jest rozpoznawany
przez komorki, wplywajac na transmisj¢ sygnalu z rusztowania/ECM, przez
powierzchniowe czasteczki adhezyjne na cytoszkielet komorki (Guilak i wsp. 20009,
Dalby i wsp. 2014). Wydaje si¢, ze najistotniejsze w ksztattowaniu losu komorki sg
wielko$¢, ksztatt i elastycznos$é powierzchni przylegania.

W  przypadku komoérek HUCB-NSC hodowanych na powierzchniach
biofunkcjonalnych (domenach) pokrytych bialkami macierzy zewnatrzkomorkowe;,
wykazano zalezno$¢ odpowiedzi komoérkowej od ksztattu powierzchni. Cienkie linie
(10 pm) mikrodrukowane fibronektyna promowaty wydtuzanie i réznicowanie HUCB-
NSC. Zaobserwowano zwigkszong ekspresj¢ bialek B-TUBULINY Il i MAP2 —
markeréow typowych dla réznicowania neuronalnego. Natomiast komdrki hodowane na
matych domenach punktowych (10 x 10 um) pozostawaly niezréznicowane (Zychowicz
i wsp. 2012). Wigksze domeny o charakterze kwadratow (120 x 120 um) pokryte
fibronektyng promowaty réznicowanie neuralne, przy czym dodatkowe linie taczace
kwadraty kierunkowaty wzrost aksonow (Buzanska i wsp. 2009). MSC hodowane na
matych powierzchniach (1,000 pum?®) bez wzgledu na ich ksztalt réznicowaty sie

w kierunku tkanki tluszczowej, natomiast przy wickszych (2,500 i 5,000 um?) kierunek
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réznicowania byt bardziej zalezny od ksztaltu powierzchni, do ktorej przylegaty.
Dodatkowym czynnikiem wptywajacym na komorki jest elastyczno$¢ podtoza.
W zaleznosci od elastycznos$ci podtoza MSC mogg réznicowac si¢ w neurony (<1 pKa),
adipocyty (1-7 kPa) lub tkanke kostng (>20 kPa). Male kota sprzyjajg adipogenezie,
a powierzchnia zblizona ksztattem do prostokatow osteogenezie (Harris i wsp. 2014).
Badania prowadzone na ludzkich ESC wykazaly, ze zastosowanie elastycznych
hydrozeli promuje ich pluripotencje isamoodnawianie (Li i wsp. 2007).
Tréjwymiarowe pianki zrobione z grafenu wplywajg w rézny sposodb na odpowiedz
NSC w zalezno$ci od ich elastycznosci. Twardsze (64kPa) rusztowania sprzyjaly
przyleganiu komorek (podwyzszong ekspresje integryn i winkuliny) i ich proliferacji
(zwigkszenie liczby komorek Ki67-pozytywnych). Rownoczesnie nie wykazano zmian
w ekspresji NESTYNY, co sugeruje, ze twardsze rusztowania, w poroOwnaniu
z migkkimi (30kPa), promuja utrzymanie NSC w stadium niezr6znicowanym (Ma i wsp.
2016).  Ciekawe  wyniki uzyskano  stosujagc  rusztowania ~ wykonane
z fotopolimeryzowanego chitozanu z metakrylamidem (ang. photopolymerizable
MethacrylAmide Chitosan, MAC). Zaobserwowano, ze elastycznos¢ okoto 3,5 kPa
promuje proliferacie NSC. Roznicowanie w  kierunku neuronalnym bylo
najwydajniejsze na migkkich (<1 kPa), astrocytarnym na S$rednich (1-3,5 KkPa),
a oligodendrocytarne na najtwardszych (> 7 kPa) rusztowaniach (Leipzig i Shoichet
2009). W kazdym z tych przypadkoéw rusztowania byty w zakresie “migkkich” warto$ci
kPa w poroéwnaniu z komodrkami innych tkanek (np. > 100 kPa dla komorek
mieg$niowych i powyzej 1000 kPa dla osteoblastow) (Butcher 1 wsp. 2009).

W rusztowaniach o charakterze porowatym, poza w/w wlasciwosciami
biomateriatu, wielko$¢ poréw ma duze znaczenie w regulacji losow KM. Ksztalt
powierzchni 3D, na ktdrej rosng komorki powinien by¢ dostosowany do ich morfologii i
funkcji fizjologicznych. Odpowiedniej wielkoSci pory w rusztowaniu sg roéwniez
potrzebne, aby zapewni¢ swobodny przeplyw pozywki hodowlanej, co jest zwigzane z
dostawg tlenu i substancji odzywczych. Uwaza sig, ze porowato$¢ materialdéw poprawia
przyleganie komorek, ktore na zbyt gladkiej powierzchni porastaja gtownie krawedzie
rusztowania. Pory mozemy podzieli¢ ze wzglgdu na ich wielko$¢ na: nano-pory
(<100nm), mikro-pory (100nm - 100um) i makro-pory (>100 um). Stwierdzono, ze
nano-pory wspieraja formowanie wtokien kolagenowych i tworzenie ECM, natomiast
makro-pory reguluja dystrybucj¢ komoérek w rusztowaniu i umozliwiaja ich migracje

(Bruzauskaité iwsp. 2016). Ponadto wykazano, ze wielko$¢ poréw wplywa na
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réznicowanie komorek. Mniejsze pory (0,2—1 um) sprzyjaja utrzymaniu macierzystosci
ludzkich osteoblastow, podczas gdy ich powigkszenie (5,0-8,0 pwm) promuje ich
roéznicowanie (Lee i wsp. 2004).

Nie tylko wielkos¢, ale tez ksztalt porow moze mie¢ wpltyw na réznicowanie
komorek. Wykazano, ze podtuzne pory (przypominajace ksztattem rurki) promuja
ukierunkowany wzrost aksonow. Dla ich wzrostu optymalne wydaja si¢ pory o dlugosci
siegajacej 750 um lub nawet dtuzsze (Hausner i wsp. 2007). Ponadto regulujgc $rednice
rurki mozna otrzymac¢ wspothodowle neuronéow i komorek Schwanna, ktore migruja
przez podtuzne pory wraz z aksonami, CO promuje wydtuzanie aksonow (Pawar i wsp.
2011).

Od wielu lat trwaja proby konstrukcji takich systemow i materiatlow, ktore
Z jednej strony wspieralyby naturalny proces regeneracji, a z drugiej umozliwityby
dostarczenie iadaptacj¢ komoérek macierzystych w miejscu uszkodzenia. Jednakze
przeszczep do OUN jest stosunkowo skomplikowany, ze wzgledu na utrudniong
dostgpnos¢ miejsca uszkodzenia, wrazliwo$¢ na urazy mechaniczne i niedotlenienie
a takze silng odpowiedZz immunologiczng (Sarnowska i wsp. 2013, Buzanska i wsp.
2013).

Badania prowadzone przez ostatnie kilkanascie lat wykazaly, ze hodowle
komorkowe, w ktorych stosuje si¢ trojwymiarowe rusztowania oferuja bardziej
fizjologiczne modele badan. Uwaza si¢, Zze moga one wypetni¢ luke pomigdzy
dotychczasowymi dwuwymiarowymi hodowlami in vitro, a badaniami in vivo
z wykorzystaniem zwierzat. Stanowig doskonaly sposob badan nad zachowaniem si¢
komorek, formowaniem tkanek i ich fizjologia, a takze wplywem niszy na los komorek.
Sa tez dobrym narzedziem do badan przesiewowych lekow. Nie ulega watpliwosci, ze
dzigki mozliwosci wszechstronnej manipulacji (sktadu, struktury, bioaktywnos$ci)

stanowig wielka nadzieje medycyny regeneracyjnej (Cosson i wsp. 2015).

1.5.2. Znaczenie stezenia tlenu w hodowli komérek macierzystych

Wewnagtrzkomorkowe stezenie tlenu u ludzi jest utrzymywane w stosunkowo
scistym zakresie, typowym dla danej tkanki. Pomigdzy tkankami stezenie to waha sie
I moze osigga¢ wartosci od okoto 16% O, (110 mmHg) w pecherzykach plucnych do
3% (>20mmHg) i mniej w niektorych obszarach serca, nerek czy mézgu, gdzie moze

spada¢ nawet do 0,55% (4.1 mmHQ) w s$rédmozgowiu. W naturalnych niszach
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neuralnych komodrek macierzystych w mozgu fizjologiczne stezenie tlenu jest
wielokrotnie nizsze od atmosferycznego i waha si¢ w granicach 0,5 - 5% (De Filippis
i Delia 2011, Erecinska i Silver 2001). Fizjologiczne stezenie tlenu typowe dla danej
tkanki odzwierciedla posrednio jej funkcje 1 zwigzane z pelniong funkcja
zapotrzebowanie na tlen. Komorki wytworzyly wiele mechanizméw obronnych
zarowno przed zbyt mala, jak i nadmierng ilo$cig tlenu.

Wykazano, ze embriogeneza jest w znacznym stopniu zalezna od gradientu
stezenia tlenu. Zmierzono, ze tlen jest w stanie dyfundowa¢ w tkankach na glebokos¢
okoto 150 um (Folkman i wsp. 2000). Na tej podstawie mozna tatwo wywnioskowac,
ze przed rozwojem uktadu krwiono$nego dostarczanie tlenu w glab rozwijajacego si¢
zarodka jest utrudnione i1 opiera si¢ na wspomnianej wyzej dyfuzji, a co za tym idzie
rozwdj ssakow przebiega w Ssrodowisku o ograniczonej dostepnosci tlenu.

W macicy, w ktorej rozwija si¢ ptdd stezenie tlenu waha si¢ w zakresie 1-5% O,
(Okazaki i Maltepe, 2006). Wczesna embriogeneza (w tym rozwdj uktadu nerwowego)
przebiega w niskim, okoto 3%, (niektorzy badacze sugeruja nawet mniejsze wartosci)
stezeniu tlenu, co jest zwigzane z faktem, ze uktad krwiono$ny na tym etapie nie jest
jeszcze rozwinigty. Niskie stezenie tlenu stymuluje ekspresje czynnikoéw indukowanych
hipoksja, ktore z kolei aktywujg ekspresje gendw niezbednych do powstania krwi,
naczyn krwionosnych, rozwoju tozyska, uktadu nerwowego i innych organow (Simon
i Keith 2008). Wplyw stezenia tlenu na embriogeneze ssakow zostat po raz pierwszy
zbadany przez Morrissa 1 New’a, ktorzy oceniali przebieg procesu neurulacji
w zarodkach szczurzych wystawionych na dzialanie réznych stgzen tlenu (5%, 10%,
20% 1 40%). Wykazali oni, ze ekspozycja na 5% 1 10% O; jest zwiazana z wlasciwym
rozwojem uktadu nerwowego, natomiast 20% 1 40% stezenie tlenu przyczynialo si¢ do
uposledzenia morfogenezy i czegsto skutkowalo brakiem zamknigcia cewy nerwowe;.
Przyczyn tych zmian dopatrywali si¢ w zwigkszonej $miertelnosci 1 nieprawidtowe;j
migracji komorek neuralnych tworzacych cewe (Morriss i New, 1979).

Wykazano, ze podczas rozwoju, po utworzeniu ukladu krwionosnego
I rozpoczgeiu wymiany gazowej pomigdzy plodem a matka, w zarodku myszy znajduja
si¢ specyficzne rejony, w ktorych komorki wystawione sg na dziatanie bardzo niskich
stezen tlenu (< 2%). Takie miejsca znajdujg si¢ m.in. w obszarze poduszeczek
wsierdziowych rozwijajacego si¢ serca, jelitach, ptucach, srédmozgowiu, przysadce
moézgowej, rdzeniu kregowym, mostku czy jezyku. Ustalono, ze komorki w tych

obszarach wykazuja wyzszg ekspresje biatka HIFla. Co sugeruje, ze czynnik
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transkrypcyjny HIF1a, jak réwniez hipoksja, sg istotne dla wlasciwego rozwoju tych
organéw (Dunwoodie 2009). Mozna na tej podstawie wnioskowaé, ze sg to swoiste
nisze tych komoérek podczas rozwoju zarodkowego, a hipoksja wystepujaca w tych
obszarach, jest niezb¢dna do zachowania ich wiasciwosci.

Podobnie jak caty organizm w czasie rozwoju, komoérki macierzyste dorostego
organizmu rezydujagc w swoich niszach sa poddane dzialaniu niskich stezen tlenu.
Przypuszcza si¢, ze daje im to pewng przewagg i jest korzystne dla pelnionych przez nie
funkcji (Cipolleschi 1 wsp. 1993). Komorki, ktore prowadzg metabolizm tlenowy sa
bardziej narazone na stres oksydacyjny, gdyz tworza wolne rodniki, ktore moga
powodowac uszkodzenia ich DNA. W warunkach obnizonego st¢zenia tlenu, komorki
znajdujace si¢ w niszy, uzyskujace energie¢ w wyniku metabolizmu beztlenowego sa
W mniejszym stopniu narazone na mutacje. Badania prowadzone na mysich
zarodkowych fibroblastach (ang. Mouse Embryonic Fibroblasts, MEF) potwierdzity, ze
hodowla w 20% w poréwnaniu z 3% O; sprzyjala kumulacji mutacji 1 wigkszej
smiertelnosci komorek (Busutti i wsp. 2003).

W badaniach przedklinicznych udowodniono, Zze mysie neuralne komorki
progenitorowe, ktére byly wczesniej inkubowane w warunkach hipoksyjnych,
wykazywaly zdecydowanie dtuzszy okres przezycia po przeszczepie do mdzgu po
udarze niedokrwiennym, niz analogiczna populacja komorek, ktora nie byla poddana
prekondycjonowaniu. Ponadto komorki te wykazywaly zwigkszone rdznicowanie
w kierunku neuronalnym oraz przyspieszong 1 wyrazniejsza poprawe funkcji
czuciowych i motorycznych (Theus i wsp. 2008). Te i inne badania sktaniaja do
wprowadzania nowej strategii prowadzacej do zwickszenia kompetencji terapeutycznej
KM w leczeniu schorzen neurologicznych, jaka jest ich hodowla w warunkach

obnizonego poziomu tlenu (Lech i wsp. 2017, Sandvig i wsp. 2017)

1.5.2.1. Czynniki Indukowane Hipoksja (HIF)

Jedng z komorkowych adaptacji do niskiego poziomu tlenu jest ekspresja
czynnikow indukowanych hipoksja. Czynniki HIF s3a pierwszymi zwigzkami
syntezowanymi przez komorki w odpowiedzi na niskie stezenie tlenu. Ich obecnos¢
pociagga za soba indukcje transkrypcji wielu zwigzkéw biorgcych udziat m.in.
W angiogenezie, metabolizmie zelaza, glukozy czy szlakach zwiazanych z proliferacja

komorek (Semenza, 2004, Ke i wsp. 2006). Zostaty one odkryte w 1991 roku przez
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Semenze podczas badan nad wplywem hipoksji na ekspresj¢ erytropoetyny (EPO)
(Semenza i wsp. 1991).

Czynnik HIF jest heterodimerem zbudowanym z podjednostek alpha (o) 0 masie
120 kDa i beta () 0 masie 91, 93 lub 94 kDa. Znane sg trzy rodzaje podjednostek alpha
(1a, 20/EPAS1 i 3a), a ich ekspresja jest zalezna od stgzenia tlenu. Podjednostka beta,
nazywana réowniez ARNT (ang. Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator)
ulega ekspresji konstytutywnej niezaleznej od stezenia tlenu. Stwierdzono, ze czynniki
HIF naleza do podrodziny czynnikow transkrypcyjnych PAS (zawierajacych domene
Per-ARNT-Sim), ktora jest cze$cia wickszej rodziny basic helix-loop-helix (bHLH).
Biatka zawierajace w swojej budowie domen¢ PAS s3 najczes$ciej biatkami
sygnatlowymi o wlasciwosciach sensorow, bioragcymi udziat w odpowiedzi komoérek na
zmieniajace si¢ warunki srodowiska (Wang i wsp. 1995, Semenza, 2004).

Podjednostki alpha i beta posiadajg podobng budowg, w sktad ktorej wchodza:
koniec N-terminalny zawierajacy domeng bHLH; czgé¢ centralna z domeng PAS, ktora
utatwia heterodimeryzacj¢ oraz koniec C, do ktérego wigzane sg biatka biorace udziat
w regulacji transkrypcji (Semenza, 2004). W odpowiednich warunkach tlenowych
stabilna podjednostka alpha przenoszona jest do jadra komérkowego, gdzie dimeryzuje
z podjednostka beta. HIF dziala wigzac si¢ do miejsca HRE (ang. HIF-responsive
elements) obecnego w promotorach niektorych gendow. Miejsce to zawiera sekwencje
NCGTG, gdzie N moze by¢ zar6wno adenozyng (A) jak i guaning (G) (Wilkins i wsp.
2016). Stabilnos¢ 1 aktywnos$¢ podjednostki alpha jest regulowana przez rdzne
modyfikacje post-translacyjne (ang. Post-Translational Modifications, PTM), np.:
hydroksylacje, ubikwitynacje, acetylacj¢ czy fosforylacje. W  warunkach
atmosferycznego stezenia tlenu hydroksylacja konserwatywnej reszty prolinowej (Pro
402 i/lub Pro 564) podjednostki alpha przez hydroksylaze prolinowa HIF powoduje jej
rozpoznanie iubikwitynacj¢ przez ligaze ubikwitynowa E3. Tak oznakowana
podjednostka alpha kierowana jest do degradacji w proteasomach. W warunkach
obnizonego stezenia tlenu (hipoksji) dochodzi do zablokowania dziatania hydroksylazy
prolinowej HIF i zwigkszenia st¢zenia czynnika HIF w komorkach. Stabilne biatko HIF
zwicksza ekspresje genow, ktore ulatwiaja przezycie komoérek w warunkach
obnizonego stezenia tlenu, m.in. erytropoetyny (EPO) i czynnika wzrostu sroédbtonka
naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) promujac tym
samym angiogenezg, czy tez enzymow glikolitycznych, pozwalajac na beztlenowa

synteze ATP.
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Probuje si¢ stworzy¢ terapie polegajace na zamierzonej zmianie ekspresji
samych biatek HIF lub ich genéw docelowych. Do tej pory skupiaty si¢ one gtownie na:
i) zwiekszeniu ekspresji genow docelowych dla HIF np. EPO w leczeniu anemii,
ii) zablokowaniu aktywnosci transkrypcyjnej HIF w terapiach przeciwnowotworowych.
Ponadto prowadzone sa proby zastosowania czynnikoéw HIF w leczeniu trudno
gojacych si¢ ran, niedotlenieniach konczyn czy w udarach (Masoud i Li 2015, Wilkins
i wsp. 2016).

Prowadzone s3a badania podstawowe dotyczace kontroli ekspresji genow
zaleznych od czynnikéw indukowanych hipoksja, w ktorych stosuje si¢ zwiazki
wplywajace na ekspresj¢ i akumulacje czynnikow HIF w komorce, m.in. inhibitory:
DMOG, Roxadustat (FG-4592), 10X2, 2-Methoxyestradiol (2-MeOE2) (Deppe i wsp.
2016, Yu i wsp. 2016, Liu i wsp. 2015, Milosevic i wsp. 2009).

DMOG jest specyficznym, tatwo przechodzacym przez blong komoérkowsa
inhibitorem 4-prolyl hydroksylazy (ang. prolyl-4-hydroxylase inhibitor), ktory zwigksza
poziom biatka HIF1a w komorce, dzigki zablokowaniu jego degradacji przez PAH (ang.
Prolyl and Asparaginyl Hydroxylase). DMOG stabilizuje ekspresj¢ HIF 10 w warunkach

tlenu atmosferycznego, sprzyja angiogenezie 1 ma wlasciwosci neuroprotekcyjne.

1.5.2.2.  Wplyw hipoksji i czynnikéw HIF na réznicowanie i proliferacje NSC

W niszach komoérek macierzystych, gdzie stezenie tlenu jest relatywnie niskie,
komorki sg W mniejszym stopniu narazone na uszkodzenia oksydacyjne. Jest to jeden
Z mechanizmow  zapobiegajagcych mutacjom, w komorkach, ktorych jedng
z najwazniejszych cech jest zdolnos¢ do podziatow i samoodnowy. Ponadto wiadomo,
ze obnizone st¢zenie tlenu moze powodowaé aktywacje szlakow sygnatowych
zwigzanych z czynnikami OCT4 i NANOG - niezbednych dla utrzymania
macierzystosci (Simon i Keith, 2008).

Do niedawna, podobnie jak wszystkie inne linie komérkowe, komorki macierzyste byty
hodowane w warunkach tlenowych zblizonych do atmosferycznych (20-21%), co
utrudniato wlasciwe okreSlenie interakcji pomigdzy czynnikami regulujacymi ich
procesy rozwojowe (Scadden, 2006). Jednakze od jakiego$ czasu, w naszym i innych
laboratoriach na Swiecie, prowadzone sg badania, ktore wykazaly, ze stezenie tlenu

w hodowli komorkowej ma duzy wplyw zaré6wno na biologi¢ zarodkowych, jak
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I dojrzatych komoérek macierzystych (Eliasson i Jonsson 2010; Panchision 2009; Silvan
I wsp. 2009, Szablowska-Gadomska i wsp. 2011, Drela i wsp. 2014, Lech i wsp. 2017).

Wykazano, ze wpltyw hipoksji na réznicowanie 1 proliferacje komorek
macierzystych i progenitorowych jest zwigzany z czynnikami HIF, a nadekspresja
HIFla wptywa na komoérki w podobny sposob, jak zastosowanie obnizonego stezenia
tlenu w hodowli (Zhu i wsp. 2005, Pistollato i wsp. 2007, Zhao i wsp. 2008, Giese i wsp.
2010, Szablowska-Gadomska i wsp. 2012, Drela i wsp. 2014).

Czynniki indukowane hipoksjg zmieniajg ekspresje gendéw, ktorych produkty
petnia wazng role¢ w szlakach sygnatowych (m.in. Notch, BMP) regulujacych
samoodnawianie i réznicowanie NSC (Gustafsson i wsp. 2005; Zhao iwsp. 2014).
Obnizone stezenie tlenu w hodowli (2,5-5%) aktywuje szlaki sygnatowe Wnt/f3-
katenina 1 Notch, a takze promuje ekspresjc OCT4, sprzyjajac tym samym
samoodnawianiu komorek izwiekszajac ich proliferacje. Zwigkszenie stezenia tlenu
w hodowli do stezenia atmosferycznego (okoto 21%) prowadzi do spowolnienia
proliferacji komorek, natomiast obnizenie tego poziomu do okoto 1% czgsto prowadzi
do ich apoptozy. Ponadto poziom tlenu w hodowli ma zasadniczy wplyw na kierunek
réznicowania NSC (Ryc. 4) (Ezashi i wsp. 2005, Santilli i wsp. 2010, De Filippis
i Delia 2011).

Badania prowadzone przez Giese i wspotpracownikéw wykazaty, ze niski
poziom tlenu w hodowli (3% O;) powodowat zwigkszone rdéznicowanie w kierunku
neuronalnym ludzkich ptodowych progenitoréw neuralnych oraz, ze w ten proces jest
zaangazowana erytropoetyna (Giese 1 wsp. 2010). Natomiast z badan
przeprowadzonych przez Pistollato i wspOlpracownikow, ktorzy testowali ludzkie
progenitory neuralne, wynika, ze 5% O, zwigkszal (okoto 17 razy) liczbe uzyskanych
W wyniku roznicowania oligodendrocytow, podczas gdy 20% O, promowat
roznicowanie astrocytarne. Co ciekawe, przeniesienie hodowli oligodendrocytow
uzyskanych w warunkach 5% O, do 21% O, promowalo przyspieszenie ich dalszego

réznicowania (Pistollato i wsp. 2007).
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Rycina 4. Zaleznos¢ pomiedzy stgzeniem tlenu w hodowli NSC, a ich preferencjq do
roznicowania w okreslonym kierunku i proliferacjg (na podstawie De Filippis i Delia
2011, zmodyfikowane).

Jednoznaczna ocena, w jaki sposob obnizenie stezenie tlenu wptywa na los
komorek jest utrudniona, gdyz do tej pory nie zostaly stworzone jednolite procedury
i nomenklatura dotyczaca tego, czym jest hipoksja, normoksja czy hiperoksja
W odniesieniu do hodowli komodrkowej. Istnieje wiele badan z zastosowaniem
zmiennych warunkow tlenowych, gdzie autorzy stosujg okreslenie hipoksja w stosunku
do zastosowanych przez siebie warunkoéw, jednakze zakres ten waha si¢ od 1 do 10%
O, €O zZnacznie utrudnia pordwnywanie i wlasciwg interpretacje uzyskiwanych przez
nich wynikow. Dla ujednolicenia nomenklatury wprowadzono termin ,,fizjologicznej
normoksji”’, ktoéry odnosi si¢ do warunkow tlenowych wystepujacych endogennie
W niszach komoérek macierzystych (Ivanovicz 2009).

Przytoczone badania jednoznacznie §wiadcza o tym, Ze nizsze niz atmosferyczne
stezenie tlenu sprzyja proliferacji i utrzymaniu macierzysto$ci komoérek macierzystych
i progenitorowych, dlatego tez zasadne wydaje si¢ stosowanie w badaniach
teoretycznych i aplikacyjnych niskiego, wystepujacego w mozgu, stezenia tlenu.
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1.5.3. Zmiany epigenetyczne w réoznicowaniu NSC

W genomie zapisana jest kompletna instrukcja pozwalajaca na wzrost i rozwoj
kazdego organizmu. Informacje zapisane przez geny, kodujace konkretne biatka
niezbedne do funkcjonowania poszczegodlnych typow komorek, obecne sg w kazdej
Z nich, ale nie wszystkie sg dla nich ,,dostgpne” w tym samym czasie. Podczas rozwoju
organizmu specyficzne geny sg aktywowane i ulegajg ekspresji w Scisle okreSlonym
czasie 1 kontekscie rozwojowym. Jest to mozliwe dzigki temu, Ze istniejg mechanizmy
pozwalajace na ich ,,wlaczanie” i ,,wylaczanie”. Zmiany w ekspresji gendw wynikaja
m.in. ze zmian dotyczacych samego tancucha DNA (metylacji DNA) i/lub
z modyfikacji histonow - biatek, ktore stanowig podstawowe rusztowanie utrzymujace
nukleosomowa budowe¢ tancucha deoksyrybonukleotydowego. Zmiany te sg efektem
poreplikacyjnej modyfikacji DNA lub potranslacyjnej modyfikacji histonéw (ang. Post
-Translational Modifications, PTMs).

Termin "epigenetyka" zostal wprowadzony w 1942 roku przez Konrada
Waddingtona do opisania interakcji pomiedzy genotypem, a wpltywajacym na niego
srodowiskiem, ktore razem ksztattuja fenotyp (Waddington 1942). Obecnie istnieje
kilka definicji epigenetyki. Epi - (z greckiego: emi- ponad, zewngtrzny) - genetyka
odnosi si¢ do mechanizméw pozagenowej regulacji ekspresji genow. W odroznieniu od
Klasycznej genetyki, epigenetyka nie jest zwigzana ze zmianami w samej sekwencji
DNA.

Mechanizmy epigenetyczne, ktore kontrolujg ekspresje genéw mozemy
podzieli¢ na trzy grupy: (i) metylacje¢ DNA, (ii) modyfikacje histonéw i chromatyny,
W tym rozne warianty biatek histonowych oraz (iii) niekodujace RNA (ang. non-coding
RNA, ncRNA), wiaczajac mikro RNA (ang. microRNA, miRNA) i mate interferujace
RNA (ang. small interfering RNA, siRNA) (Mohamed Ariff i wsp. 2012).

1.5.3.1. Modyfikacje epigenetyczne i enzymy za nie odpowiedzialne

Metylacja DNA

Metylacja DNA jest jedng z najlepiej poznanych i opisanych modyfikacji

epigenetycznych. Jest zaangazowana w wiele procesow komoérkowych, m.in.

w regulacj¢ ekspresji genow (Keshet i wsp. 1986), inaktywacje chromosomu X (Heard
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I wsp. 1997), genomowy imprinting (Li i wsp. 1993, Denomme i Mann, 2013),
regulacje struktury chromatyny (Bernstein i wsp. 2007), wyciszanie transpozondéw
(Walsh i wsp. 1998) czy kontrole dtugosci telomeréw (Gonzalo i wsp. 2006).

Metylacja polega na przeniesieniu grupy metylowej (-CHs) na cytozyng i jest
katalizowana przez metylotransferazy DNA (ang. DNA methyltransferase, DNMT).
W wyniku tego dochodzi do powstania 5-metylcytozyny (5mC) (Cheng i wsp. 1993).
Istnieje rowniez alternatywna forma metylacji DNA - 5-hydroksymetylcytozyna
(5hmC), zaangazowana w proces aktywnej demetylacji (Kriaucionis i Heintz, 2009,
Tahiliani i wsp. 2009). Wzor metylacji DNA jest tworzony de novo juz podczas
rozwoju zarodkowego dzigki dwom metylotransferazom: DNMT3A i DNMT3B
wspomaganym przez DNMT3L. Za utrzymanie wzoru metylacjiprzez caly okres zycia
organizmu odpowiada metylotransferaza DNMTL1 (Li i Zhao, 2008).

Uwaza sig, ze metylacja DNA wptywa na ekspresje genéw na dwa sposoby. Po
pierwsze, zmetylowanie DNA fizycznie zapobiega wigzaniu si¢ niektorych czynnikow
transkrypcyjnych, co skutkuje zablokowaniem transkrypcji. Po drugie, metylowane
dinukleotydy CpG sa rozpoznawane przez biatka nalezagce do rodziny MBD
(ang. methyl-CpG-binding domain), ktére aktywnie blokuja miejsca swojego wigzania,
prowadzac do inaktywacji genéw (Li i Zhao, 2008). Biatka te moga rowniez hamowac
transkrypcje przy wspdlpracy z enzymami odpowiedzialnymi za modyfikacje histonow
(Nan i wsp. 1998).

Kiedys uwazano, ze metylacja DNA jest modyfikacjg stata, nieusuwalng.
Jednakze prowadzone ostatnio badania udowodnity, zZe istnieja dwa sposoby
demetylacji DNA: aktywna i pasywna. Bierna zwigzana jest z zablokowaniem dziatania
DNMT1, natomiast aktywna zachodzi na drodze enzymatycznej i jest katalizowana
przez TET1 (ang. tet methylcytosine dioxygenase 1) (Wu i Zhang, 2010, Guo i wsp.
2011) lub GADDA45A (ang. Growth Arrest and DNA-Damage-inducible protein)
(Teperek-Tkacz i wsp. 2011).

Metylacja to proces symetryczny, zachodzacy na obydwu niciach DNA, gtownie
w obrgbie tzw. wysp CpG - miejsc bogatych w wystgpujace po sobie cytozyng (C)
I guaning (G), zlokalizowanych w koncu 5’ promotoréw gendow niezbednych dla
funkcjonowania komorki (ang. housekeeping genes) oraz genoéw specyficznych
tkankowo. Metylacja promotorow genéw w wyspach CpG skutkuje brakiem aktywnosci
transkrypcyjnej tych genow (Lister i wsp. 2009). Uwaza si¢, ze metylacja regiondw

poza CpG moze mie¢ kluczowe znaczenie w utrzymaniu stanu pluripotencji przez
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komorki (Lister i wsp. 2009). Dodatkowo metylacja proksymalnych fragmentow
promotoréw gendéw typowych dla réznicowania wycisza je, powstrzymujac komorki
przed réznicowaniem. Odkryto, ze metylacja wystepujaca poza obszarami
promotorowymi jest rOwniez zaangazowana w regulacj¢ transkrypcji, co ciekawe
ulatwia ja poprzez utrzymanie chromatyny w stanie aktywnym. Wykazano, ze geny,
ktore ulegaja transkrypcji maja wysoki poziom metylacji w obrebie kodujacym (Lister
i wsp. 2009, Wu i wsp. 2010).

Modyfikacje post-translacyjne histonéw

Nukleosomy s3 podstawowa jednostka strukturalng chromatyny, zbudowang
z DNA 1 histonow. Lancuch DNA o dlugosci 146 par zasad (pz) jest owiniety wokot
oktamerowego rdzenia zbudowanego z tetrameru histonow H3 i H4 (H3—H4), i dwoch
dimeréw H2A-H2B. Pojedyncze nukleosomy sa potaczone fragmentem DNA
0 dtugosci 10-50 pz (tzw. DNA Ilacznikowy) i spigte histonem tacznikowym (H1)
(Luger i wsp. 1997). Struktura nukleosomu przedstawiona jest na rycinie 5A.

Histony sg matymi zasadowymi biatkami zbudowanymi z globularnego rdzenia,
konca C i pozytywnie natadowanego konca N, ktory jest dostepny poza nukleosomem
(tzw. ogon — ang. histone tail) i jest miejscem wielu modyfikacji post-translacyjnych
(Jenuwein i Allis, 2001). Konce histonéw dzigki swojej zasadowosci (duza zawartos$é
lizyny i argininy) odgrywaja wazng rolg w utrzymaniu struktury nukleosomu. Dodatnio
natadowane N-konce histonéow oddziatuja z ujemnie natadowang helisa DNA,
umozliwiajac utrzymanie odpowiedniej struktury i upakowania chromatyny. Sa one
réwniez miejscem licznych modyfikacji post-translacyjnych, m.in.: acetylacji, metylacji,
fosforylacji, ADP-rybozylacji, ubikwitynacji, SUMOilacji, biotynylacji. Zaréwno
budowa chromatyny, jak i modyfikacje post-translacyjne zmieniajg dostepnosé
chromatyny dla czynnikéw transkrypcyjnych. PTMy moga rowniez wplywa¢ na
replikacje czy procesy naprawy DNA (Kouzarides 2007, Rothbart i Strahl, 2014).

Stwierdzono, ze rézne kombinacje modyfikacji post-translacyjnych wptywaja
W odmienny sposob na regulacj¢ ekspresji genow. Moga dziala¢ synergistycznie lub
antagonistycznie. Kazda komorka poza swoim kodem genetycznym (identycznym we
wszystkich komorkach danego organizmu) posiada réwniez tzw. kod epigenetyczny,

ktory jest tkankowo/komorkowo specyficzny. Teorie te opisuje ,hipoteza kodu
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histonowego” (ang. “Histone Code Hypothesis) zaproponowana w 2001 przez Tomasa
Jenuwein’a i Davida Allis’a (Jenuwein i Allis 2001, Turner 2007).

AKTYWNY
H3K27ac H3K4me3
DNA zdemetylowane

BIWALENTNY
H3K27me3 H3K4me3
DNA zdemetylowane

LEGENDA: ‘ -metylacja (Me)
. - histon H2A > -acetylacja (Ac)
.  histon H2B ‘ -fosforylacja (P)
- hi -ubikwitynacja (Ub
() - histon 13 L] ynacja (Ub) NIEAKTYWNY
© - histon Ha D -sumoylacja (Su H3K27me3
- ‘ metylacja (Me) lub DNA zmetylowane
acetylacja (Ac)

Rycina 5. Budowa nukleosomu z zaznaczonymi modyfikacjami post-translacyjnymi (A)
oraz zaleznos¢ aktywnosci transkrypcyjnej genéow od metylacji (me), acetylacji (ac)
i metylacji DNA (B) (na podstawie Podobirska i wsp. 2017).

Acetylacja histonow

Acetylacja histonow zachodzi na N-koncach histonéow H3 i H4. Polega na
przeniesieniu reszty acetylowej (CH3-C(O)-) na lizyne (K). Najcze$ciej modyfikowane
sg: K9, K14, K18 i K23 w histonie 3 i K5, K8, K12 i K16 w histonie 4. Acetylacja
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zmienia tadunek na grupie aminowej i powoduje zmniejszenie oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy dodatnio natadowanym histonem i ujemng niciag DNA.
Uniemozliwia tym samym powstawanie struktur chromatynowych wyzszego rzedu,
powodujac jej rozluznienie i ulatwiajagc wigzanie, 1 dziatanie czynnikow
transkrypcyjnych. Ponadto zmniejsza asocjacj¢ histonu tacznikowego, promujac
rozluznienie chromatyny (Lilja i wsp. 2012). Wykazano, ze aktywna transkrypcyjnie
euchromatyna i nieaktywna heterochromatyna wykazujg rézne wzorce acetylacji.
W euchromatynie obserwuje si¢ reszty acetylowe na lizynach w pozycji 5, 8 12 i 16 na
histonie H4, podczas gdy w heterochromatynie miejsca te nie sg zacetylowane (O'Neill
I Turner 1995).

Acetylacja jest procesem dynamicznym i zalezy od dwoch grup enzymow:
acetylotransferaz histonéw (ang. histone acetyltransferases, HAT), ktére sg zdolne
przenosi¢ grupy acetylowe na wybrane lizyny i czesto petnig funkcje koaktywatorow
transkrypcji oraz deacetylaz histonow (ang. histone deacetylases, HDAC), ktore
usuwajg te modyfikacje i sg korepresorami transkrypcji. Obecnie u ssakow poznanych
jest 18 HDAC, ktore zostaty podzielone na cztery klasy. Wykazano, ze kazda z klas ma
inny profil ekspresji. Reprezentantow klasy I (HDACI, 2, 3, 8) spotyka si¢ glownie
W jadrach komorkowych, podczas gdy przedstawiciele klasy II (HDAC4, 5, 7, 9)
wystepuja zarowno w jadrach, jak i cytoplazmie, jednakze ich ekspresja jest bardziej
specyficzna tkankowo, co sugeruje ich udziat w procesach réznicowania (Haigis
I Sinclair, 2010; Lian i wsp. 2012; New i wsp. 2012).

Deacetylazy histondw nalezace do klasy 11 II sg czesto sktadowymi wigkszych
kompleksoéw biatkowych regulujacych transkrypcje, cykl komoérkowy czy procesy
naprawy DNA. Do najwazniejszych z nich mozemy zaliczy¢: kompleks korepresora
SIN3/HDAC, NuRD (ang. Nucleosome Remodeling and Deacetylase complex),
kompleks CoREST (ang. Co-Repressor for Element-1-Silencing Transcription factor)
i kompleks N-CoR (ang. Nuclear receptor Co-Repressor).

Metylacja histonow

Metylacja histonow zachodzi na resztach argininy (R) 1 lizyny (K). Zwigksza
zasadowos$¢ 1 hydrofobowos¢ zakonczen histondw, zmieniajac powinowactwo
czynnikow transkrypcyjnych do tancucha DNA. Metylacja moze prowadzi¢ zarowno do

zwiekszonej, jak 1 zmniejszonej ekspresji gendw, w zaleznosci od tego, ktérych reszt
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dotyczy i ile razy sa zmetylowane (moze by¢ pojedyncza - mel, podwdjna - me2 lub
potrojna - me3). Z reguty aktywujaca jest metylacja w obrgbie lizyny 4, 36 1 79 na
histonie 3 (H3K4, H3K36, H3K79), a hamujaca lizyny 9 i 27 na H3 (H3K9, H3K27)
i K20 na H4 (H4K20). Co ciekawe, geny mogg posiada¢ modyfikacje typowe dla stanu
aktywnego (H3K4me3), nieaktywnego (H3K27me3) lub oba, co okreslamy mianem
stanu biwalentnego lub uspionego (ang. bivalent, poised state) (Ryc. 5B). Geny takie sg
nieaktywne transkrypcyjnie, ale mogg by¢ tatwo aktywowane np. podczas réznicowania
(Bernstein i wsp. 2006, Boheler 2009).

Metylacja histonow jest procesem odwracalnym. Przytaczenie reszty metylowe;j
katalizowane jest przez metylotransferazy (ang. histone methyltransferase, HMT),

a usuniecie przez demetylazy histonow (ang. histone demethylase, HDM).

1.5.3.2. Wplyw modyfikacji epigenetycznych na rozwéj ukladu nerwowego

i roznicowanie NSC

Metylacja DNA jest procesem niezwykle istotnym dla rozwoju zarodkowego
| formowania si¢ uktadu nerwowego. Jest tez niezbedna do wlasciwego réznicowania
NSC, co jest bezposrednio zwigzane ze zmianami epigenetycznymi w obrebie
promotoréw niektorych genow (Wu i wsp. 2010, Gapp i wsp. 2014). Wykazano, ze
myszy pozbawione Dnmtl lub Dnmt3a i Dnmt3b umieraja w trakcie cigzy (Li i wsp.
1992, Ueda i wsp. 2006). Podczas rozwoju zarodkowego neuralne komorki
progenitorowe rdéznicujg si¢ glownie W neurony, co jest zwigzane z obecno$cig
metylacji DNA w promotorach genéw odpowiedzialnych za roznicowanie astrocytarne.
Istotnym genem zaangazowanym w gliogeneze jest GFAP, ktdrego aktywacja polega na
aktywnej demetylacji miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego STAT3 w obrebie
jego promotora (Takizawa i wsp. 2001, Namihira i wsp. 2009). Wykazano, ze Dnmt1-/-
NPC wykazuja znaczng hipometylacje DNA i przedwczesne réznicowanie w kierunku
astrocytarnym (Fan i wsp. 2005). Metylotransferazy DNMT3A i DNMTL1 podlegaja
silnej ekspresji w postmitotycznych neuronach, a zahamowanie ich syntezy skutkuje
zmianami w budowie neuronéw, ich utrata, zaburzeniami w funkcjonowaniu synaps,
problemami z zapamig¢tywaniem 1 uczeniem si¢. Ponadto regulujga podzialy
progenitorow neuralnych i dojrzatych neurondéw. Udowodniono réwniez ich role
w neurogenezie wieku dorostego (Feng i wsp. 2010, Noguchi i wsp. 2015). Noguchi

| wspotpracownicy wykazali, ze brak DNMT1 nie zaburzal proliferacji i roznicowania
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neuralnych komorek progenitorowych, ale skutkowal zmniejszong liczba tworzonych
dojrzatych neuronoéw, co bylo prawdopodobnie zwigzane ze $miercig komoérek podczas
réznicowania. Rownocze$nie brak DNMT1 nie wplywal na przezywalno$¢ juz
zroznicowanych neuronow w hipokampie (Noguchi i wsp. 2015).

Deacetylacja histonéw prowadzi do kondensacji chromatyny, zapobiegajac
W ten sposob wigzaniu czynnikéw transkrypcyjnych do sekwencji docelowych
W promotorach genéw, hamujac tym samym ich ekspresje (Hsieh i Gage 2004).
Acetylacja  histonow jest istotna zarowno dla zachowania wlasciwosci
pluripotencjalnych ESC jak i dla réznicowania neuralnego. Zalezy ona gltéwnie od
dziatalno$ci poszczegdlnych deacetylaz, ktorych wzor ekspresji jest specyficzny na
roéznych etapach rozwoju uktadu nerwowego. HDAC1 wykazuje wysoka ekspresj¢
w mysich NSC i komodrkach glejowych, natomiast HDAC2 przewaza w progenitorach
neuralnych i dojrzatych postmitotycznych neuronach. Rownoczesnie nie obserwuje si¢
prawie obecnosci HDAC2 w dojrzalym gleju. Sugeruje to udzial poszczegdlnych
deacetylaz w réznicowaniu podtypow komorek neuralnych (MacDonald i Roskams,
2008).

Ponadto nie tylko typ, czy miejsce wystapienia modyfikacji histonow, ale tez
moment ich pojawienia moze wplywaé na procesy zyciowe komorki. Qiao
| wspotpracownicy wykazali, ze podczas rdéznicowania ludzkich ESC in vitro
w kierunku neuralnym zmienia si¢ poziom acetylacji lizyny 9 na histonie 3 (H3K9Ac).
W ciggu pierwszych 4 dni roznicowania poziom H3K9Ac maleje, co przektada si¢ na
zmniejszong acetylacj¢ genow zwigzanych ze stanem pluripotencjalnosci (1 ich
ograniczona ekspresja). Nastepnie, wraz z postgpujacym rdznicowaniem neuralnym
obserwowany jest wzrost poziomu H3K9Ac. Co ciekawe, zastosowanie inhibitorow
HDAC (ang. HDAC inhibitors, HDACi) skutkowalo zahamowaniem rdéznicowania
komorek (Qiao i wsp. 2015).

Wykazano, ze zahamowanie HDAC wplywa na neurogenez¢ w mysim DG
zmniejszajac liczb¢ progenitorow neuralnych 1 zaburza stosunek iloSciowy
poszczegolnych podtypow tworzonych z nich komoérek (Foti i wsp. 2013). Wiadomo
rowniez, ze zablokowanie HDAC zmienia transkrypcje niektérych genow zwigzanych
Z roznicowaniem neuronalnym w mysich NSC. Zaobserwowano zwigkszong ekspresje
pro-neuralnych czynnikoéw Neurogl i NeuroD1, co bylo zwigzane z poczatkiem procesu
réznicowania. Ponadto byto to skorelowane ze zmniejszong ich proliferacja, wynikajaca

z zablokowania wyjscia komorek z fazy G1 cyklu komérkowego (Zhou i wsp. 2011).
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Przynajmniej dwa sposrod znanych kompleksow zawierajacych deacetylazy
histonowe s3a zaangazowane w rdznicowanie komoérek w kierunku neuralnym.
Kompleks CoOREST reguluje ekspresje¢ gendéw zwigzanych z rdéznicowaniem
neuronalnymi poprzez utrzymywanie chromatyny w stanie aktywnym. Jest
odpowiedzialny za przejscie komorek pluripotencjalnych do komorek o charakterze
progenitorowymi 1 réznicowanie progenitorow do dojrzalych neurondéw. Ponadto
wykazano, ze jest zaangazowany w regulacj¢ gendw zwigzanych z plastycznoscig
dojrzatych neuronéw (Ballas i wsp. 2005). Natomiast N-CoR jest zaangazowany
W rozwdj mysiego kresomézgowia i w utrzymywane macierzystosci przez NSC. N-CoR
wptywa na dwa szlaki zwigzane z rozwojem kresomozgowia: zaleznym od receptora
kwasu retinowego (ang. Retinoic Acid Receptor, RAR) i Notch (Jepsen i wsp. 2007).

Wcezesny rozw0j organizmu jest S$ci§le zwigzany z wieloma zmianami
w modyfikacjach chromatyny. Udowodniono na przyktad, ze katalizowana przez G9A
dwumetylacja w obrgbie H3K9 (H3K9me2) jest niezb¢dna do wlasciwego rozwoju
zarodkowego (Zylicz i wsp. 2015). Wykazano, ze dwumetylacja w H3K9 wystepujaca
w obrgbie sekwecji kodujacych genéw moze zaburzaé elongacje transkrypcji, splicing
czy tez aktywno$¢ elementow regulatorowych (Allo i wsp. 2009).

Zaobserwowano rowniez, ze podczas réznicowania progenitoroOw neuralnych do
astrocytow metylacja lizyny 9 w histonie 3 (H3K9) w obrgbie promotora GFAP jest
zastgpowana przez metylacje lizyny 4 (H3K4). Jest to zwigzane z dziatalnoscia
czynnika wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast Growth Factor 2, FGF2), ktory z jednej
strony hamuje metylacje H3K9, a z drugiej indukuje metylacje w obrebie H3K4.
Umozliwia to przytaczenie kompleksu STAT/CBP do miejsca wigzania w promotorze

GFAP aktywujac tym samym jego transkrypcje¢ (Song i Ghosh, 2004).

Modyfikacje histondw 1 metylacja DNA oddzialujg ze sobg regulujac ekspresje
genow. Wykazano negatywng korelacje¢ pomiedzy poziomem metylacji DNA
I modyfikacja histonu typowsg dla aktywnej chromatyny - H3K4me3 (Laurent i wsp.
2010). Metylacja DNA i metylacja histonéow sa zaangazowane w zamykanie cewy
nerwowej podczas rozwoju zarodkowego (Zhou, 2012).

Wykazano, ze kompleks CoREST hamuje dalsze r6znicowanie progenitoréw
neuralnych przez represje genéw zwigzanych z réznicowaniem neuronalnym. CoREST
przy wspotpracy z HMT prowadzi do metylacji w obrgbie H3K4. Rownoczesna

deacetylacja histondw 1 metylacja lizyny 4 w histonie 3 utrzymuje geny réznicowania
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neuronalnego w stanie u$pionym (poised state), umozliwiajac ich pozniejsza aktywacje.
Ponadto w dojrzatych komorkach, ktore nie sa neuronami kompleks, COREST przy
wspolpracy z LSD1 (H3K4 specyficzna demetylaza histonow) i H3K9 specyficzng
HMT prowadzi do stabilnego zablokowania ekspresji gendéw zwigzanych
z roznicowaniem neuronalnym (Ballas i wsp. 2005).

Niewatpliwie modyfikacje epigenetyczne sg istotnym czynnikiem regulujacym
losy neuralnych komorek macierzystych poprzez sterowanie ekspresja genow
odpowiedzialnych za utrzymanie zdolno$ci do samoodnowy czy indukowanie

réznicowania.

1.5.4. Zwiazki niskoczasteczkowe modyfikujace roznicowanie NSC

Zwiazki niskoczgsteczkowe stanowig dobre narzedzie w badaniu mechanizmow
kontrolujacych decyzje rozwojowe komorek. Do glownych zalet zwigzkow
niskoczasteczkowych naleza: szybka, zazwyczaj odwracalna i zalezna od dawki
odpowiedz komoérkowa, co umozliwia precyzyjng kontrole badanych procesow,
wpltywu ich koncentracji i kombinacji (wspotdziatania). Latwos$¢ pozyskiwania takich
zwigzkoéw i1 modyfikacji ich struktury podczas syntezy chemicznej, przeklada si¢ na
mozliwo$¢ dostosowywania substancji do potrzeb badacza i optymalizacji jej dzialania.
Zwigzki te tatwo si¢ przechowuje i podaje. Ponadto nie wprowadzaja trwatych zmian w
DNA, réwnocze$nie pozwalajac na kontrole ekspresji genéw, co powoduje, ze moga
by¢ uzyte zarowno w badaniach in vitro jak i in vivo. Jednakze istniejg tez pewne wady
ich stosowania. Z reguty takie zwigzKi maja wigcej niz jedno miejsce dziatania, co moze
powodowac¢ nieoczekiwane skutki uboczne. Niektore ze zwigzkéw moga rowniez by¢
cytotoksyczne (Zhang i wsp. 2012). Ponadto pewnym utrudnieniem jest fakt, ze ze
wzgledu na atwos$¢ tworzenia produkowane sg w duzej ilosci wariantow, ktore nie sg
doktadnie przebadane. Z reguly mozna znalezé tylko kilka pozycji literaturowych
dotyczacych danego zwiazku, co utrudnia poréwnywanie uzyskanych wynikow (Efe
i Ding 2011).

Niemniej jednak, zwigzki niskoczasteczkowe, jako grupa zwigzkéw sg jednym
Z najskuteczniejszych narzedzi w badaniach biomedycznych. Sa podstawa
w mapowaniu szlakow transdukcji sygnatu i zaburzen tych $ciezek w wielu chorobach.
Wydaja si¢ by¢ one rowniez istotne w opracowywaniu nowych metod terapii opartych

na komodrkach macierzystych. Obecnie prowadzone sg setki badan oceniajacych wptyw
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stymulacji lub hamowania poszczegolnych $ciezek sygnalowych na reprogramowanie,
réznicowanie, transdyferencjacje czy samoodnowe komoérek macierzystych. Uwaza sie,
ze daja one najwigksza nadziej¢ na stworzenie szybkich, efektywnych i1 bezpiecznych
metod terapii komorkowej stosowanych w medycynie regeneracyjnej (Efe i Ding 2011).
Ponizej przedstawiono zwigzki niskoczasteczkowe zastosowane w pracy, wraz z ich

krotkimi opisami.

RG 108

RG 108 - inhibitor metylotransferaz DNA (DNMT3A i DNMT3B), blokuje metylacje
DNA de novo, wspomaga reprogramowanie komorek (Szablowska-Gadomska i wsp.
2012).

TSA

TSA (ang. trichostatin A) - inhibitor deacetylaz histonéw klasy I i II. Hamuje usuwanie
grup acetylowych z reszt lizynowych rdzenia histonow, przez co zapobiega kondensacji
chromatyny i odblokowuje ekspresj¢ genow. Wykazano, ze moze wplywaé na
roznicowanie mysich neuralnych komoérek macierzystych w neurony 1 sprzyjac
formowaniu neurytow. Jednakze pojawiajg si¢ rowniez wyniki wskazujace, ze TSA
blokuje réznicowanie neuronalne i sprzyja réznicowaniu hNSC w kierunku astrocytow

(Majumder i wsp. 2013, Tomioka i wsp. 2014).

PD 0325901

PD 0325901 — selektywny i bardzo wydajny inhibitor MEK1 (MKK1), hamuje
fosforylacje kinazy ERK (Bain i wsp. 2007), wptywa na zahamowanie réznicowania
komorek ESC i1 promuje ich samoodnawianie (Tsutsui i wsp. 2011); Zostat stworzony,

jako zwigzek potencjalnie przeciwnowotworowy.

SB 431542

SB 431542 - inhibitor receptorow ALK4, -5 i -7 (receptor typu I dla TGFf), wykazano,
ze zwieksza proliferacj¢ iPSC, utatwia reprogramowanie ludzkich komorek, konwersje¢
ludzkich fibroblastéw w kierunku neuralnym oraz wspomaga réznicowanie ludzkich
ESC do prymitywnych neuralnych komoérek macierzystych (pNSC) (Lin i wsp. 2009, Li
I wsp. 2011, Ladewig i wsp. 2012).
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Funkcje, jakie pelniag w komorce zastosowane W pracy zwigzki oraz szlaki sygnatowe,

na ktore oddziatluja przedstawiono na rycinie 6.

LIF
SB431542 oo EGE

Czynniki

Notch
Wit
TSA Integryny a i B
PD 0325901

Rycina 6. Schematyczne przedstawienie szlakow sygnatowych majgcych wplyw na
kierunek rozwoju komorki, zzaznaczonymi zwigzkami stosowanymi w pracy i ich

Sfunkcjg.

Zastosowanie zwigzkoéw niskoczasteczkowych w tej pracy bylo narzedziem
zwyboru do badania mechanizméw molekularnych towarzyszacych procesom

proliferacji i roznicowania HUCB-NSC w r6znych warunkach mikrosrodowiska in vitro.

Niniejsza praca podejmuje probe wyjasnienia jaki wptyw na kierunek rozwoju
NSC maja poszczegdlne elementy tworzace nisze, a takze jaki jest mechanizm
oddziatywan pomiedzy nimi. Na rycinie 7 schematycznie przedstawiono badane
zalezno$ci pomiedzy stezeniem tlenu, proliferacja, roznicowaniem i dziataniem
enzymow epigenetycznych w neuralnych komorkach macierzystych z uwzglednieniem

genow, ktorych ekspresja byla analizowana.
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proliferacja

badane biatko: Ki67

badany zwigzek: SB 431542 - inhibitor receptoréw ALK4, -5 i -7
- zwieksza proliferacje iPSC

stezenie tlenu

badane geny: HIF1 alpha, HIF2 alpha, HIF3 alpha

badany zwiazek: inhibitor hydroksylazy prolilowej - DMOG -
powoduje akumulacje czynnikéw HIF

modyfikacje epigenetyczne réznicowanie
badane geny: DNMT3a, DNMT3b, HDAC1, HDAC2 badane geny: réznicowanie neuralne (8-TUBULINA {il, MAP 2, NF200,
NG2, GFAP)
badane zwigzki: RG-108 - inhibitor metylotransferazy DNA geny typowe dla stanu pluripotencji (OCT A, SOX2, NANOG, REX1)
TSA - inhibitor deacetylaz histonowych klasy i Il (HDACT,
HDAC2) badane czynniki: surowica w pozywce - promuje réznicowanie komaérek

dBcAMP - indukuje réznicowanie neuronalne
PD 0325901 - hamuje réznicowanie komorek

Rycina 7. Schemat obrazujgcy zwigzek pomiedzy stezeniem tlenu, proliferacjg,
roznicowaniem i dzialaniem enzymow epigenetycznych. Zaznaczono badane w tej pracy
geny i zastosowane zwiqgzki z uwzglednieniem ich funkcji znanych z literatury.
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2. HipOTEZA | CEL PRACY

Postawiono dwie hipotezy robocze.

Pierwsza hipoteza zaktada, ze obnizony poziom tlenu stymuluje proces
proliferacji i roznicowania w komorkach HUCB-NSC w zalezno$ci od stadium

rozwojowego komorek.

Druga hipoteza zaktada, ze mikrosrodowisko in vitro, charakteryzujgce sie
obnizonym poziomem tlenu, obecnos$cig adherentnej struktury 3D oraz wybranych
zwigzkéw niskoczasteczkowych, umozliwia utrzymanie hodowli komoérek NSC

zdolnych jednoczes$nie do proliferacji, jak 1 wielokierunkowego réznicowania.

Celem glownym pracy jest okreslenie warunkow biomimetycznych in vitro
umozliwiajagcych zarowno proliferacje, jak i réznicowanie neuralnych komorek

macierzystych z krwi pgpowinowej HUCB-NSC.

Celami posrednimi sa:

. Ocena wptywu:
a) obnizonego poziomu tlenu (5% w stosunku do kontroli 21%),

b) zwigzkéw niskoczasteczkowych: TSA, RG 108, PD 0325901,
SB 431542,

C) oraz rodzaju i geometrii rusztowan 3D

na proces proliferacji i roznicowania HUCB-NSC;

Il.  Okreslenie wspoéizaleznosci molekularnych migdzy odpowiedzig komorek
HUCB-NSC na obnizony poziom tlenu, ich statusem epigenetycznym
i zdolnoscig do roznicowania (korelacja zmian w profilu ekspresji genoéw
réznicowania neuralnego z genami odpowiedzi na hipoksje ikodujacymi
enzymy epigenetyczne w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci DMOG -

inhibitora hydroksylazy prolinowej).
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3. MATERIALY I METODY

W pierwszym etapie badan sprawdzono wptyw stezenia tlenu (5% i 21%) na
komorki znajdujace si¢ w roznych stadiach rozwoju. Ponadto oceniono, czy akumulacja
czynnika HIFla bedzie miata wplyw na odpowiedz komoérek na hipoksje. Analiza
wynikow uzyskanych w tej czeSci pracy pozwolita na wybranie do dalszych
eksperymentow populacji komorek o najkorzystniejszych cechach (zdolno$¢ do
proliferacji i wielokierunkowego réznicowania).

Roéownolegle przeprowadzono doswiadczenia oceniajace wplyw zwigzkoéw
niskoczasteczkowych (TSA, RG 108, PD 0325901, SB 431542) na procesy
réznicowania 1 proliferacji HUCB-NSC, a takze mozliwosci hodowli neuralnych
komoérek macierzystych na rusztowaniach tréjwymiarowych. Przebieg prowadzonych

eksperymentdéw przedstawiono na rycinie 8.

ODPOWIEDZ HUCB-NSC NA NISKI POZIOM TLENU
— WYBOR STADIUM ROZWOJOWEGO

komorki ukierunkowane
neuronalnie

komorki
niezroznicowane

progenitory
neuralne (LS)

(SF) (LS+dBcAMP)
OCENA WPLYWU ZWIAZK()W WYBOR RUSZTOWANIA
NISKOCZASTECZKOWYCH TROJWYMIAROWEGO

SB 431542 P FGF

— ey Czynniki
b ) wzrostu
RAS
3 N\
e D £ 7 Noten
//“
TSA 3 Integryny ai B

PD 0325901

20kV X300

Rycina 8. Schemat przedstawiajgcy ogolny przebieg przeprowadzonych doswiadczen.
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3.1. Hodowla komorkowa HUCB-NSC w warunkach 2D

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono na nietransformowanej linii
neuralnych komorek macierzystych HUCB-NSC, wyprowadzonej z frakcji
mononuklearnej CD34 (-) ludzkiej krwi pgpowinowej (Buzanska i wsp. 2006). Komorki
hodowano w inkubatorach hodowlanych zapewniajacych odpowiednie warunki:

temperature 37°C, 95% wilgotno$¢, 5% stezenie CO3 i 5% lub 21% stezenie Oy.

3.1.1. Ocena wplywu warunkoéw tlenowych na komorki w réznych stadiach

rozwoju

W doswiadczeniach obejmujacych badania komodrek bedacych na réznych
stadiach rozwojowych stosowano dwa typy pozywki hodowlanej: pozywka LS - ,,Low
Serum”- DMEM/F12 (Gibco), 1% ITS (Gibco), 2% FBS (Gibco), 1% AAS (Sigma-
Aldrich); pozywka SF -,,Serum Free”: DMEM/ F12, 1% AAS, 20 ng/ml EGF (Sigma-
Aldrich), 2% B27 (Gibco). Komoérki HUCB-NSC hodowane w pozywce nie
zawierajace] surowicy charakteryzuje brak adhezji do podtoza hodowlanego (komorki
unoszg si¢ w postaci agregatow komorkowych), natomiast pozywka z dodatkiem 2%
surowicy (FBS) sprzyjata przyleganiu komorek do dna naczyn hodowlanych (Buzanska
I wsp. 2006). Pozywke wymieniano 3 razy w tygodniu, a po osiggnigciu 90-100%
konfluencji komorki pasazowano przy uzyciu trypsyny.

Zastosowanie r6znych pozywek hodowlanych umozliwito uzyskanie komorek
znajdujacych si¢ na réznych stadiach rozwoju:
1. komorki niezréznicowane - hodowla nieprzylegajaca, pozywka SF,
2. progenitory neuralne na wezesnym etapie roznicowania — hodowla przylegajaca,
pozywka LS,
3. komorki ukierunkowane neuronalnie — hodowla przylegajaca, pozywka LS +
dBcAMP.

Przed rozpoczeciem kazdego z eksperymentow komorki hodowano przynajmniej
przez 14 dni w warunkach 5% lub 21% st¢zenia tlenu (prekondycjonowanie — adaptacja
komorek do hodowli w okreslonych warunkach tlenowych), w jednej z 2 pozywek
hodowlanych. Nastepnie wysiewano je w gestosci 5x10° kom/cm? na poli-L-lizynowane
(25pg/ml, Sigma-Aldrich) butelki T25 (BD Falcon) i szalki 24-dotkowe (Dzien 0).
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Dos$wiadczenia prowadzono przez 14 dni w r6znych warunkach tlenowych (5%

I 21%), w pozywce bez surowicy (SF), badz zwierajacej surowice (LS) w obecnosci lub
bez 0,1 mM dBcAMP (ang. n6 2'-o-dibutyryladenosine 3' 5'-cyclic monophosphate
sodium salt, Sigma-Aldrich). W 13 dniu hodowli do potowy préb dodawano 0,2 mM
DMOG (ang. prolyl-4-hydroxylase inhibitor, Sigma-Aldrich). Schemat opisywanych

doswiadczen przedstawiono na rycinie 9.

Dzien 0

hodowlane

komorki niezréznicowane (pozywka SF)

i progenitory neuralne na wczesnym etapie
réznicowania (pozywka LS) wysiewano na
poli-L-lizynowane szalki i butelki

Dzien 13

do pozywki hodowlanej
dodawano 0,2 mM DMOG —
akumulacja czynnika HIF la

Dzien 1

0,1 mM

aby uzyskaé populacje komorek
ukierunkowanych neuronalnie do
pozywki hodowlanej dodawano

dBcAMP

Dzien 14

komorki utrwalano do analizy
immunocytochemicznej lub
zbierano materiat do izolacji mRNA

Rycina 9. Schemat doswiadczenia z zastosowaniem inhibitora DMOG w warunkach 5

i 21% Oo.

Stosowane w pierwszej cze$ci badan warianty doswiadczalne wraz ze skrotami

stosowanymi do opisu wynikow zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1. Badane warianty doswiadczalne wraz ze skrotami zastosowanymi w dalszym
opisie wynikow, gdzie C oznacza dBcAMP, D — DMOG.

Warunki | Pozywka HUCB-NSC + | HUCB-NSC + | HUYCB-NSC+
HUCB-NSC dBcAMP +
tlenowe | hodowlana dBcAMP DMOG
DMOG
LS LS 21%0, LS 21%0, + C LS 21%0, + D LS 21%0,+C+D
21% O,
SF SF 21%0, SF 21%0, + C SF 21%0, + D SF 21%0,+C+D
LS LS 5%0, LS 5%0, + C LS 5%0, + D LS 5%0,+C+D
5% O,
SF SF 5%0, SF 5%0, + C SF5%0,+D | SF5%0,+C+D
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3.1.2.  Ocena wplywu zwiazkow niskoczasteczkowych na komoérki w stadium

progenitoréw neuralnych

Do doswiadczen z zastosowaniem zwigzkoéw niskoczasteczkowych, wybrano
komorki w stadium progenitoréw neuralnych (pozywka LS), ze wzgledu na ich
wlasciwosci - zdolno$¢ do proliferacji 1 potencjat do wielokierunkowego réznicowania.
W niniejszej pracy stosowano cztery zwigzki niskoczasteczkowe w nastepujacych
stezeniach: 0,2 uM TSA (ang. trichostatin A, Sigma-Aldrich), 3 uM RG 108 (Sigma-
Aldrich), 0,5 pM PD 0325901 (Cayman Chemical), 2 uM SB 431542 (Cayman
Chemical). Komoérki hodowano w pozywce (LS) z dodatkiem 2% surowicy i jednego

z ww. zwigzkow przez 5 dni. Schemat doswiadczen przedstawiono na rycinie 10.

Dzieii 0 —
progenitory neuralne na wczesnym etapie DZ“‘{‘ 5. .
roznicowania (pozywka LS) wysiewano na komérki utrwalano do analizy
poli-L-lizynowane szalki i butelki immunocytochemicznej lub
hodolwane zbierano materiat do izolacji mRNA

Dzien 1

do pozywki hodowlanej dodawano
jeden ze stosowanych zwigzkow:
+ TSA (0,2 uM),

+RG 108 (3 uM),

+ PD 0325901 (0,5 uM),

+ SB 431542 (2 uM)

Rycina 10. Schemat doswiadczenia z zastosowaniem zwigzkow niskoczgsteczkowych
w warunkach 5 i 21% O,.

3.2 Hodowla komorkowa HUCB-NSC na rusztowaniach 3D

Do doswiadczen z zastosowaniem rusztowan tréjwymiarowych stosowano

komorki w stadium progenitorow neuralnych (pozywka LS).
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Zbadano cztery rodzaje rusztowan wykonane z trzech typow materiatow:

Mikromateriat bialek wspotwystepujacych z keratyng (ang. keratin associated
protein micromaterial), w tym: rusztowania o0 ksztalcie a) matych prostokgtow
i b) wiokien (Lipkowski i wsp. 2009),

Chemicznie modyfikowane rusztowania kolagenowe (ang. chemically modified
collagen-based scaffolds) (Pietrucha, 2015),

Rusztowania  chitozanowe majace zdolno$¢ przewodzenia sygnatow
elektrycznych (ang. electroconductive chitosan scaffolds) (Chhabra i wsp.
2016).

Komorki hodowane w pozywce LS w butelkach hodowlanych o powierzchni 25

cm?, po trypsynizacji i zawieszeniu w pozywce LS wysiewano na rusztowania

trojwymiarowe w gestosci 1x10° kom/ml. W celu zwigkszenia wydajnosci zasiedlenia

rusztowan pierwszy etap przeprowadzano w probowkach typu Eppendorf. Probowki te

wykonane sa w materiatu, ktory nie sprzyja przyleganiu komorek, co powodowalo, ze

wieksza liczba komorek wigzala si¢ z rusztowaniami. Proces wysiewania komorek na

rusztowania i przebieg doswiadczen z wykorzystaniem rusztowan 3D ilustruje rycina 11.

Dzien 0

progenitory neuralne na wczesnym
etapie ro6znicowania zawieszone w 1 ml
pozywki LS wysiewano na rusztowania
trojwymiarowe umieszczone w
probowce typu Eppendorf

Dzien 5

komorki na rusztowaniach utrwalano do
analizy immunocytochemicznej, analizy
zasiedlenia za pomoca elektronowego
mikroskopu skaningowego lub zbierano
materiat do izolacji mRNA

Dzien 1

przeniesienie rusztowan z nasianymi
komoérkami do szalek (24d)

Rycina 11. Schemat doswiadczenia hodowli HUCB-NSC w warunkach 5 i21% O,
Z zastosowaniem rusztowan trojwymiarowych.
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3.3 Badanie ekspresji gendw na poziomie mRNA

3.3.1 Izolacja i oczyszczanie mRNA

Catkowite RNA bylo izolowane metoda Chomczynskiego (Chomczynski
I Sacchi, 1987) z wykorzystaniem odczynnika TRIzol Reagent (Life Technologies).
W zaleznosci od typu hodowli, komorki nieprzylegajace byty przenoszone do probowki
wraz z pozywka, w ktorej rosty, natomiast komorki przylegajace odklejano od naczyn
hodowlanych za pomocg trypsyny. Komoérki byty wirowane (4 min, 1 000 rpm),
supernatant zlewany, a pozostaty osad przeplukiwany roztworem PBS. Etap ten byt
powtarzany dwukrotnie w celu usunigcia ewentualnych zanieczyszczen pochodzacych
z pozywki hodowlanej. Nast¢pnie po doktadnym usunigciu nadsaczu, osad komorkowy
zawieszany byt w 1 ml TRIzol Reagent i mieszany. Po 5 minutowej inkubacji
w temperaturze pokojowej, do zawiesiny dodawano 0,3 ml chloroformu (Sigma-
Aldrich) i doktadnie wytrzgsano do uzyskania jednorodnego roztworu. Po 3 minutowej
inkubacji w temperaturze pokojowej, proby wirowano przez 15 minut w temperaturze
4°C przy obrotach 12 000 rpm. Nastgpnie do nowych proboéwek przenoszono
znajdujaca si¢ na powierzchni faze wodna i dodawano 0,5 ml 2-propanolu (Sigma-
Aldrich). Proby dokladnie mieszano i inkubowano przez 10 min w temperaturze
pokojowej. Kolejne wirowanie (10 min, 12 000 rpm, 4°C) pozwalato na uzyskanie
osadu RNA, ktory przemywano 75% roztworem alkoholu etylowego (POCH) i wody
wolnej od RNaz (DEPC treated water, Invitrogen). Proby wirowano (5 min, 7 500 rpm,
4°C), nadsgcz usuwano, anastepnie suszono w temperaturze pokojowej. Uzyskane
osady RNA zawieszano w 20 pul wody wolnej od RNaz, worteksowano i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 10 minut. Material mrozono (-20°C) przez 24 godziny,
a nastgpnie oceniano ilo$¢ i jako$¢ uzyskanego mRNA za pomoca spektrofotometru
NanoDrop 1000.

Otrzymane mRNA oczyszczano z genomowego DNA (gDNA) za pomocg
DNAzy | zawartej w zestawie DNA-free™ DNA Removal Kit (Invitrogen). Zgodnie
z zaleceniem producenta proby rozcienczano tak, aby uzyska¢ 50 ul roztworu
0 maksymalnym stezeniu 200 ng/ul. Nastepnie dodawano 5 ul buforu (10X DNase |
Buffer) i 1 ul enzymu (rDNase I). Proby mieszano i inkubowano w temperaturze 37°C
przez 30 minut. Po tym czasie DNaz¢ inaktywowano poprzez inkubacj¢ (2 min) z 5 ul
DNase Inactivation Reagent. Proby wirowano (2 min, 10000 rpm), a nadsacz

przenoszono do nowych probowek.
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Izolacie¢ RNA z komoérek rosngcych na rusztowaniach tréjwymiarowych
przeprowadzano rowniez metoda Chomczynskiego, z ta rdznica, ze w poczatkowym
etapie izolacji komorki nie byly odklejane od rusztowania. Komorki wraz
Z rusztowaniami byly przenoszone do roztworu PBS, w celu odplukania pozywki
hodowlanej, a nastgpnie zawieszane w 1 ml TRIzol Reagent, mieszane i inkubowane
przez okoto 30 minut w temperaturze pokojowej. Dalej procedura przeprowadzana byta
analogicznie do tej stosowanej do izolacji RNA z komorek hodowanych w uktadach
dwuwymiarowych. W przypadku prob zanieczyszczonych wykonywano dwukrotnie

oczyszczanie za pomocg roztworu 75% alkoholu etylowego.

3.3.2 Odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje przeprowadzono z uzyciem High Capacity RNA-to-
cDNA Kit (Applied Biosystems). W sktad mieszaniny reakcyjnej (3>=20 ul) wchodzity:
10 pl buforu reakcyjnego (2x RT Buffer), 1 ul enzymu (20XRT Enzyme MIX), 5 ul
badanego RNA po DNazowaniu i 5 ul wody wolnej od nukleaz. Po dodaniu wszystkich
odczynnikow 1 dokladnym wymieszaniu, proby inkubowano przez 60 minut
w temperaturze 37°C, a nastgpnie zatrzymywano reakcje poprzez podniesienie
temperatury do 95°C (5 minut). Tak uzyskane cDNA, podobnie jak RNA,
przechowywano w -20°C lub -80°C.

3.3.3. Reakcja PCR i PCR w czasie rzeczywistym

Lancuchowa Reakcje Polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR)
przeprowadzano stosujac zestaw Taq PCR Core Kit (Qiagen), zawierajacy polimeraze
DNA OptiTaq oraz odpowiednio dobrane pary starteréw. Sktad mieszaniny reakcyjne;j
(3=20 pl) przedstawiono w tabeli 2. Profil termiczny stosowany podczas tancuchowej

reakcji polimerazy przedstawiono na rycinie 12.
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Tabela 2. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej do przeprowadzenia reakcji PCR.

Nazwa odczynnika Objetosé

Reaction mix 10x PCR Buffer 3ul

dNTP mix (200 uM kazdy) 0,5ul

Taq DNA Polymerase - 0,5ul

Starter F 0,4 ul

Starter R 0,4 ul

Woda wolna od RNaz 52-Xul

5x Q-Solution 10 ul

cDNA (100ng) X ul

2= 20 pl
94°C 94°C
3 min 1 min

72°C 72°C
59-60°C 1 min 10 min
1 min
<---------- 35X--------- > 4°C
0.0]
ggﬁ“@&gz\é\ﬁ WLASCIWA REAKCJA PCR KONCOWE WYDLUZANIE

Rycina 12. Profil termiczny reakcji PCR.

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzano na dwa sposoby:
z uzyciem odczynnika SybrGreen (Applied Biosystems), systemu 7500 Real-Time PCR
Applied Biosystems i starterow lub systemu StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) i odpowiednio dobranych sond TagMan (Life Technologies).
Wzgledng ekspresje genéw oceniano metodg delta delta Ct (AACt). Profil termiczny

reakcji przedstawiono na rycinie 13.
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95°C

10 min
50°C
2 min
AKTYWACJA AMP AKTYWACJA ,
ERASE UNG POLIMERAZY WLASCIWA REAKCJA

PCR

Rycina 13. Profil termiczny reakcji PCR w czasie rzeczywistym z zastosowaniem
odczynnika Sybr Green.

Produkty reakcji amplifikacji byly rozdzielane w 1,5% zelu agarozowym (Prona
Agarose) i wizualizowane za pomocg bromku etydyny (Sigma-Aldrich). Stosowane

startery i sondy TagMan zebrano w tabelach 3 i 4.
Do reakcji PCR w czasie rzeczywistym uzywano starterOw oznaczonych w tabeli 3

gwiazdka (*). Startery te zostaty tak dobrane, aby mozliwe bylo uzyskanie produktéw

0 mniejszej dtugosci - lepszych do tego typu reakcji.
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Tabela 3. Sekwencje starterow stosowanych w reakcjii PCR i PCR w czasie
rzeczywistym (*) z zaznaczeniem dtugosci powstajgcych produktow.

Dhugosé
Nazwa genu Starter | Sekwencja produktu
(p2)

F  |CTCCTGGAGGGCCAGGAATC

OCT % 381
R |CCACATCGGCCTGTGTATAT

OCT %%/ F  |GACAGGGGGAGGGGAGGAGCTAGG »

POUSF1 R |CTTCCCTCCAACCAGTTGCCCCAAAC
F | ACACCAATCCCATCCACACT

SOX 2 224
R |GCAAACT TCCTGCAAAGCTC
F | TCCAGGATTTTAACGTTCTGCT

NANOG 580
R |TTCTTGCATCTGCTGGAGGC
F  |AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG

NANOG* 148
R |TGCGTCACACCATTGCTATTCTTC
F  |GCTGCCCTGAGAAAGCATCT

ZFP42 | REX 1 289
R |GCGTTAGGATGTGGGCTTTC
F  |CTCAGGGGCCTTGGACATC

B- TUBULINA 111 159
R |CAGGCAGTCGCAGTTTTCAC
F |GAGGAACACCAAGTGGGAGA

NF 200 / NFH 160
R | TTCTGGAAGCGAGAAAGGAA
= |CAGGTGGCGGACGTGTGAAAATTGAGA

MAP2 GTG 212
R |CACGCTGGATCTGCCTGGGGACTGTG
F  |CTGCTTTACAGGGTAGCACAA

MAP2* 135
R |TTGAGTATGGCAAACGGTCTG
F  |TTGCATCCAGTGTTCCCGATTTAC

OLIG 1 390
R |TGCCAGTTAAATTCGGCTACTACC
F  |CAGAAGCGCTGATGGTCATA

OLIG 2 208
R |TCGGCAGTTTTGGGTTATTC
F  |ATCAATCAGCCCAGATGGAC

PDGFRa 891
R |TTCACGGGCAGAAAGGTACT
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Dhugos¢

Nazwa genu Starter |Sekwencja produktu
(pP2)
F GGCCCGCCACTTGCAGGAGTACCAGG
GFAP 328
R CTTCTGCTCGGGCCCCTCATGAGACG
F CCAGCAGACTCAAATACAAGAACC
HIF la 138
R TGTATGTGGGTAGGAGATGGAGAT
F GGGCCAGGTGAAAGTCTACA
HIF 20/ EPAS 1 105
R TGCTGGATTGGTTCACACAT
F TGGAGCTGCTGGGAGTGAGA
HIF 3a 158
R GGGCTCATTCAGGTTCAGGAGT
F CCTGTGGGAGCCTCAATGTTA
DNMT 3a 70
R TTCTTGCAGTTTTGGCACATTC
F GACTCGAAGACGCACAGCTG
DNMT 3b 98
R CTCGGTCTTTGCCGTTGTTATAG
F ACCGGGCAACGTTACGAAT
HDAC 1 102
R CTATCAAAGGACACGCCAAGTG
F TCATTGGAAAATTGACAGCATAGT
HDAC 2 151
R CATGGTGATGGTGTTGAAGAAG
p-aktyna F GCCAACCGCGAGAAGATGA 190
(ACTB) R |CATCACGATGCCAGTGGTA
Startery uzyte w  doswiadczeniu zostaly zsyntetyzowane w  Pracowni
Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy Oligonukleotydow PAN

(http://oligo.ibb.waw.pl/), natomiast sondy TagMan (Applied Biosystems™ TagMan™

Assays) zostaty dobrane i zamoéwione w Thermo Fisher Scientific.
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Tabela 4. Stosowane sondy TagMan.

Nazwa Genu Nazwa Sondy
NANOG Hs04399610 g1
POUSF1 (OCTA) Hs00999634 gH
MAP2 Hs00258900_m1
PDGFRa Hs00998018 m1
S100p Hs00902901_m1
OLIG2 Hs00377820_m1
HIF la Hs00153153 m1
HIF 2a Hs01026149 m1
DNMT 3A Hs01027166_m1
DNMT 3B Hs00171876_m1
HDAC 1 Hs02621185 sl
HDAC 2 Hs00231032_m1
B-AKTYNA Hs99999903 m1

3.4 Analiza immunocytochemiczna i analiza obrazu za pomoca mikroskopii

konfokalnej

Komoérki utrwalano w 4% PFA, a nastgpnie blokowano i permeabilizowano
w roztworze 10% NGS (ang. Normal Goat Serum) z dodatkiem 0,25% Tritonu X-100
(Sigma Aldrich) w PBS. Stosowano nastepujace przeciwciata I-rzedowe: beta-
TUBULINA Il (mysie 1gG2a, 1:1000, Sigma Aldrich), TUJ (mysie 1gG2b, 1:500,
Covance), MAP2 (mysie 1gG1, 1:500, Sigma Aldrich), NF200 (mysie IgG1, 1:400,
Sigma Aldrich), NG2 (mysie 1gG1, 1:200, Santa Cruz), GalC (mysie 1gG3, 1:300,
Millipore) S-100B (krolicze poliklonalne 1gG, 1:500, Swant), GFAP (krolicze
poliklonalne 1gG, 1:200, Cappel), Ki67 (mysie IgG1, 1:500, Leica/Novocastra), OCT4

63



(mysie 1gG2b, 1:200, Santa Cruz), SOX2 (krolicze poliklonalne 1gG, 1:200, Santa
Cruz), NANOG (krolicze poliklonalne IgG, 1:200, Abcam), HIF 1a (mysie 1gG1, 1:200,
Abcam), HIF 2a (krélicze poliklonalne IgG, 1:200, Abcam).

Po catonocnej inkubacji w 4°C przeciwciata I-rzedowe odptukiwano roztworem
PBS i naktadano odpowiednie przeciwciata II-rzgdowe (Alexa Fluor 488 lub 546, Life
Technologies). Inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej (RT).
W przypadku znakowan podwojnych naktadano kolejne przeciwciata I i II-rzgdowe,
stosujac analogiczng procedure. Nastepnie wybarwiano jadra komorkowe przy pomocy
Hoechst 33258 (15 min, RT). Preparaty przenoszono na szkietka mikroskopowe
I zamykano za pomocg Fluorescence Mounting Medium (Dako). Preparaty analizowano
w Srodowiskowym Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych (IMDiK
PAN) przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (LSM 510, LSM 780) i oprogramowania
ZEN (Zeiss). Do liczenia komorek Ki67-pozytywnych  wykorzystywano
oprogramowanie ImageJ pobrane ze strony National Institutes of Health (NIH)

(https://imagej.nih.goVv/ij).

3.5 Analiza zasiedlenia badanych rusztowan komérkami HUCB-NSC

z zastosowaniem elektronowego mikroskopu skaningowego

Komoérki rosngce na rusztowaniach byly utrwalane przez 24 godziny
w temperaturze 4°C za pomocg roztworu 2% PFA z 2,5% glutaraldehydem w buforze
kakodylanowym (pH 7,2-7,4). Nastepnie plukane trzykrotnie w  buforze
kakodylanowym i utrwalane dodatkowo 2% czterotlenkiem osmu (OsO,4) przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Odwadnianie w Szeregu acetondéw
0 wzrastajagcym stezeniu (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% i 100%) byto poprzedzone
trzykrotnym plukaniem w buforze kakodylanowym. Nastgpnie proby byly suszone
w punkcie krytycznym za pomoca cieklego dwutlenku wegla, naklejane na stoliku
aluminiowym i napylane metalem szlachetnym. Technika suszenia w punkcie
krytycznym polega na wykorzystaniu wlasciwosci CO,, ktory w punkcie krytycznym
przechodzi ze stanu ptynnego w gazowy, nie powodujac uszkodzenia preparatow,
zapewniajac lepsza jako$¢ uzyskiwanych preparatow. Preparaty byly analizowane
w Srodowiskowym Laboratorium Mikroskopii Elektronowej (IMDiK PAN) przy
pomocy elektronowego mikroskopu skaningowego JSSM-6390LV (JEOL).
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3.6 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostala wykonana w programie GraphPad Prism przy
uzyciu testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), z testem wielokrotnych
poréwnan Bonferroniego. R6znice byly uznawane za istotne statystycznie, gdy wartosc¢
p<0,05. Gwiazdki na wykresach oznaczaja poziom istotnoSci statystycznej: * - dla p
mieszczgcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - dla 0,001< p <0,01; ***- dla
0,0001< p <0,001, **** gdy p <0,0001.
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4, WYNIKI

Wyniki zostaty podzielone na trzy czesci.

W pierwszej z nich (4.1.) przedstawiono wplyw atmosferycznego (21%)
I obnizonego (5%) poziomu tlenu na komérki HUCB-NSC znajdujace si¢ na réznych
etapach rozwoju (komorki niezroznicowane, progenitorowe i roznicowane W Kierunku
neuronalnym). Oceniano ekspresje genéw zwigzanych z rdéznicowaniem, odpowiedzig
na hipoksj¢ oraz modyfikacjami epigenetycznymi, a takze proliferacj¢ komorek.
Ponadto w tej czeSci oceniano wplyw akumulacji biatka HIFla wynikajacy
z zastosowania inhibitora hydroksylazy prolinowej — DMOG na wyzej wymienione
markery okreslonych proceséw zyciowych.

W czesci drugiej (4.2.) komodrki progenitorowe poddano dzialaniu zwigzkow
niskoczasteczkowych: TSA, RG 108, PD 0325901 1 SB 431542. Zwiazki te wptywaja
na komorkowe szlaki sygnatowe lub na enzymy odpowiedzialne za modyfikacje
epigenetyczne. Oceniano tu odpowiedz komorek (wplyw na réznicowanie i proliferacje)
na ww. substancje 1 r6zne warunki tlenowe w hodowli.

Cze$¢ trzecia (4.3.) polegata na ocenie mozliwosci zastosowania czterech typow
rusztowan trojwymiarowych do hodowli HUCB-NSC. Sprawdzano wptyw hodowli
przestrzennej 1 zastosowanych biomaterialow na roéznicowanie 1 proliferacje komorek
progenitorowych.

Wybor populacji komorek z okreSlonego etapu rozwojowego, uzytych
w doswiadczeniach z zastosowaniem zwigzkow niskoczagsteczkowych 1 rusztowan
trojwymiarowych (4.2 i 4.3) byl uzalezniony od wynikoéw uzyskanych w pierwszym
etapie doswiadczen. Wybrano komodrki wykazujace zdolnos¢ do proliferacji

I wielokierunkowego réznicowania: stadium progenitorow neuralnych (pozywka LS).

4.1. Ocena wplywu warunkoéw tlenowych na proliferacje i roznicowanie HUCB-

NSC na réznych etapach rozwoju

Przeprowadzono analiz¢ ekspresji genow rozwojowych i genéw odpowiedzi na
hipoksje oraz enzyméw epigenetycznych w standardowej hodowli 2D komoérek HUCB-
NSC na réznych etapach rozwoju (hodowle SF, LS oraz LS + dBcAMP) w dwodch
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wariantach tlenowych: atmosferycznym (21% O;) i obnizonym — odpowiadajacym
warunkom fizjologicznej normoksji (5% O,).

Badania wstepne wykazaly istotny wptyw st¢zenia tlenu w hodowli na proces
réznicowania i proliferacji komorek, ale jednoczes$nie rézny w zaleznosci od stadium
rozwojowego komorek. Zastosowano inhibitor hydroksylazy prolinowej — DMOG,
ktory powoduje akumulacje biatek HIF w cytoplazmie badanych komoérek, w celu
sprawdzenia, czy odpowiedz komoérek na rézne warunki tlenowe jest zalezna od

czynnikow HIF.

4.1.1. Analiza ekspresji wybranych genéw rozwojowych, genow kodujgcych enzymy

epigenetyczne oraz czynnikéow HIF na poziomie mRNA

W hodowlach rosnagcych 14 dni w 21% 1 w 5% warunkach tlenowych
przeprowadzono ocen¢ ekspresji genow na poziomie mMRNA (RT-PCR): OCT3/4 (A),
SOX2, NANOG (markery charakterystyczne dla stanu pluripotencjalnosci), p-
TUBULINA 111, NF200, MAP2, GFAP (réznicowanie neuralne), DNMT3A, DNMT3B,
HDAC1, HDAC2 (geny kodujgce enzymy epigenetyczne), HIF1a, HIF2a, HIF3a (geny
zwigzane z hipoksja). Wyniki przedstawiajace obecno$¢ lub brak ekspresji ww. gendéw
zestawione sa w tabeli 5-tej. Do kazdej reakcji RT-PCR uzywano 100 ng matrycy
cDNA.

W celu okres$lenia réznic ilosciowych w poziomie ekspresji wybranych (sposrod
badanych) genow, zastosowano metode RT-PCR w czasie rzeczywistym
| przeprowadzono analize statystyczng wynikow. Wykresy przedstawiajace poziom
ekspresji genow NANOG, MAP2, HIFla, HIF2a, DNMT3A, DNMT3B, HDACI

I HDAC2 zestawione sg na rycinie 14.
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Tabela 5. Analiza ekspresji badanych genow w komorkach HUCB-NSC bedgcych na
roznych stadiach rozwojowych - wplyw roznych warunkow tlenowych (*).

olold| |olald 7 2
R EER LRI R|E R 21919
NIN|VIJ|J|J|J] |8 |5 |5 b |5|B|H|D|5
213131315666 |33 /8312|5566
Geny charakterystyczne dla stanu pluripotencjalnosci
OCT3/4 | +-| + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |H- |+ ]|+ |+ |+
(A)

SOX2 O T e e B i e e e N e T R -
NANOG | - | - | = | = | = | - | | - |- | -|-1]-/|[HH]| -] - -
Geny zwiazane z roznicowaniem neuralnym
p-TUB + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -]+

1l

MAP2 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ -+ |+ |+ -+ O+
NF200 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +
GFAP + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ ]|+ ]|+

Czynniki Indukowane Hipoksja

HIFla | + | + | + |+ | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ |+

HIF2a | +/-| + | +-| + | - | = |+#-|+-| - | - |+H-| + | + |+ | + | +

HIF3a - - - - - - - - - - - - - - - -

Geny zwiazane z modyfikacjami epigenetycznymi

DNMT3 | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]| -]+ |+
A
DNMT3 | +/-| - | +-| - |+-|+H-| + [+-| + | + | + | + | + | - | + | -
B

HDACL | + | + | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

HDAC2 | + | + | + | + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ |+

B- e T s (I IR S
AKTYN
A

* Materiatl uzyty do oceny ekspresji genow pochodzit przynajmniej z trzech niezaleznie
przeprowadzonych doswiadczen, a kazdg analize powtarzano co najmniej w trzech
powtorzeniach. Oznaczenie +/- wskazuje, Ze zaobserwowano ekspresje danego genu

W czesci wykonywanych powtorzen.
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Rycina 14. Porownanie poziomu ekspresji genow: NANOG, MAP2, HIFla, HIF2q,
DNMT3A, DNMT3B, HDACL1, HDAC2 w komorkach HUCB-NSC bedgcych na roznych
etapach rozwoju, hodowanych w warunkach 5 lub 21% stezenia tlenu, z dodatkiem lub
bez inhibitora DMOG (D). Wykresy przedstawiajg wyniki uzyskane metodg RT-PCR
W czasie rzeczywistym, obliczenia wykonano metodg AACt. Kazda z prob byla
normalizowana w stosunku do pB-AKTYNY (gen referencyjny). Proby kontrolne,
kalibracyjne (wartos¢ 1) odnoszq sie do ekspresji genow w warunkach SF 21% O..
Roznice byly uznawane za istotne statystycznie, gdy wartos¢ p<0,05. Poziom istotnosci:
* - dla p mieszczgcego si¢ w przedziale 0,01< p <0,05; ** - dla 0,001< p <0,01; ***-
dla 0,0001< p <0,001, **** gdy p <0,0001.

Poréwnanie ekspresji wybranych badanych genow metoda RT-PCR w czasie

rzeczywistym wykazato, ze:

* 5% stezenie tlenu sprzyja aktywacji genu NANOG w komorkach
niezroznicowanych (ro6znica istotna statystycznie) i w progenitorach neuralnych,
ale nie w komorkach réznicowanych neuronalnie (LS + dBCAMP),

* DMOG wptynat istotnie statystycznie na wzrost ekspresji genu NANOG, ale tylko
w hodowli na etapie progenitorow neuralnych (pozywka LS),

* progenitory neuralne réznicowane za pomocg dBcAMP (LS + dBCAMP)
wykazuja istotnie wigkszg ekspresj¢ genu MAP2 niz komoérki niezréznicowane
(SF + dBCAMP),

* obnizenie poziomu tlenu do 5% nie wptywa na ekspresj¢ MAP2 w hodowli
komorek niezroznicowanych (pozywka SF) i progenitoréw neuralnych (pozywka
LS), jedynie w stadium komorek ukierunkowanym neuronalnie (LS + dBcAMP)
obserwujemy istotny statystycznie spadek ekspresji MAP2,

 spektakularny, istotny statystycznie, wzrost ekspresji genu MAP2 zaobserwowano
w progenitorach neuralnych hodowanych w 5% O, z dodatkiem DMOG,

* obnizenie st¢zenia tlenu nie wplyneto na zmiang poziomu ekspresji genow HIF
w kontrolnych populacjach komorek,

* DMOG znaczaco zwigksza ekspresje genu HIF1la w progenitorach neuralnych
(pozywka LS) zarowno w 5% jak i 21% stgzeniu tlenu, przy czym w 5% O, ten
efekt jest istotnie wigkszy. Ekspresja HIF2a w tych komorkach istotnie
zwigkszyta sie tylko w warunkach 5% Oy,

71



* komoérki w stadium progenitoréw neuralnych (LS) charakteryzowata wyzsza
ekspresja DNMT3B w poréwnaniu z komorkami niezréznicowanymi (SF),
ekspresja DNMT3A, HDAC1, HDAC2 w hodowlach LS i SF sg na podobnym
poziomie - 5% poziom tlenu nie wptynat na zmiang ich ekspresji,

* DMOG istotnie zwickszat ekspresje DNMT3A, DNMT3B, HDAC1, HDAC?2 tylko
w komorkach progenitorow neuralnych (LS), dla DNMT3A w obydwu wariantach
eksperymentalnych (21% i 5% tlenu), dla pozostatych genéw tylko w warunkach

obnizonego 5% poziomu tlenu.

4.1.2.  Ocena ekspresji markerow proliferacji oraz roznicowania na poziomie biatka

Analiz¢ ekspresji markerow rdznicowania i proliferacji na poziomie biatka
przeprowadzono w hodowlach przylegajacych — wczesnych progenitorow neuralnych
(pozywka LS) i w komorkach ukierunkowanych neuronalnie (pozywka LS + dBCAMP).
Oceniano ekspresje genow: B-TUBULINY I1l, NF200, MAP2 (markery neuronalne),
GFAP, S100B, NG2, GalC, PDGFRa (markery glejowe), Ki67 (marker komoérek
zdolnych do proliferacji).

Znakowanie immunocytochemiczne potwierdzito obecno$§¢ markera komorek
zdolnych do proliferacji - Ki67 (lokalizacja jadrowa), jak rowniez biatek typowych dla
réznicowania neuronalnego (B-TUBULINY I1I, NF200, MAP2) (Ryc. 15). W populacji
progenitorow neuralnych (pozywka LS) poza markerami neuronalnymi ekspres;ji
podlega GFAP (kontrola, Ryc. 20). W komodrkach ukierunkowanych neuronalnie
(pozywka LS + dBcAMP) nie zaobserwowano ekspresji na poziomie biatka markeréw

roznicowania glejowego: GFAP, S1008, NG2, GalC, PDGFRa.

Wykazano, ze niski poziom tlenu (5%) istotnie zwigksza zdolno$¢ do proliferacji
komoérek HUCB-NSC w populacji progenitorow neuralnych (pozywka LS), ale nie

wplywa istotnie na proliferacje w komorkach ukierunkowanych neuronalnie (Ryc. 16).
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Ki67/ TUJ NF 200/ B-TUBULINA I

z dodatkiem dBcAMP

bez dBCAMP

Rycina 15. Analiza immunocytochemiczna HUCB-NSC w hodowli przylegajgcej
(pozywka LS) w warunkach 5% i 21% stezenia tlenu w obecnosci lub bez dodatku
dBcAMP sprawdzajgca ekspresje na poziomie biatka takich genéw jak: TUJ (zielony),
S-TUBULINA I1I (czerwony), NF200 (zielony), MAP2 (czerwony), Ki67 (czerwony).
Jgdra komorkowe barwione za pomocg Hoechst 33258 (niebieski). Skala -700um.
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Rycina 16. Porownanie odsetka komorek zdolnych do proliferacji w populacji
progenitorow neuralnych (pozywka LS) oraz populacji komorek ukierunkowanych
neuronalnie (pozywka LS + dBcAMP). Roznice byly uznawane za istotne statystycznie,
gdy wartos¢ p<0,05. Poziom istotnosci statystycznej. * - dla p mieszczqcego sig
w przedziale 0,01< p <0,05; ** - dla 0,001< p <0,01; ***- dla 0,0001< p <0,001,
**** gdy p <0,0001.
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4.2. Ocena wplywu badanych zwiazkow niskoczasteczkowych na proces
proliferacji i réznicowania HUCB-NSC

Do dalszych badan, z zastosowaniem inhibitoréw okreslonych drog
przekazywania sygnatu i aktywnosci enzymoéw epigenetycznych wybrano frakcje
progenitorow neuralnych we wczesnej fazie réznicowania (hodowla przylegajaca,
pozywka LS). W tych warunkach hodowli zaobserwowano najwyzszy poziom ekspresji
genow kodujacych enzymy epigenetyczne (Ryc. 14). Zastosowane zwigzki
niskoczgsteczkowe zostaly tak dobrane, aby umozliwi¢ zbadanie zaleznos$ci
wystepujacych pomiedzy ekspresja gendw kodujacych enzymy epigenetyczne,
a ekspresja czynnikow HIF i genow zwigzanych z réznicowaniem komorek HUCB-
NSC. Zahamowanie okreslonych enzyméw epigenetycznych i/lub drog przekazywania
sygnalu zaangazowanych w proliferacj¢ iroéznicowanie ma na celu przyblizenie
mechanizmu molekularnego lezacego u podstaw odpowiedzi komodrek na obnizony
poziom tlenu. Ponadto jest narzedziem poszukiwania optymalnych, zbalansowanych
warunkow do utrzymywania w hodowli in vitro komorek proliferujacych

I r6znicujacych sig.

4.2.1. Analiza ekspresji wybranych genow rozwojowych, genow kodujgcych enzymy

epigenetyczne oraz czynnikéw HIF na poziomie mRNA

Komérki hodowano w pozywce LS z dodatkiem badanych zwigzkéw (Ryc. 6)
przez 5 dni. Nastgpnie przeprowadzono oceng ekspresji gendw na poziomie mRNA
(OCT3/4 (A), NANOG, SOX2, REXI, p-TUBULINA III, NF200, MAP2, PDGFRo,
OLIG2, HIFla, HIF2a, HIF3a, DNMT3A, DNMAT3b, HDAC1, HDAC2) metodami
RT-PCR i Real-Time PCR. Do kazdej reakcji RT-PCR uzywano 100ng matrycy cDNA.
Wyniki oceny ekspresji gendw na poziomie mRNA przedstawione sg w tabelach 6-7
i na rycinie 17. Oznaczenie +/- w tabeli 6 wskazuje, ze zaobserwowano ekspresje

danego genu w czgsci z wykonywanych powtdrzen.
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Tabela 6. Zestawienie wynikow ekspresji genow (metoda RT-PCR) zwigzanych
Z pluripotencjq, roznicowaniem, hipoksjg i procesami epigenetycznymi w komorkach
HUCB-NSC - wphw roznych warunkow tlenowych i dodatku zwigzkow
niskoczgsteczkowych (*).

g 3 ~| &
~ | ~9 | 28| ~9| ~ ~ ~AD | ~AB | ~8 | ~
4 |3d2/32137/d«|3 |dg/dg|d5|d«
O 08|08 08|ol|o Cm|loo|log|a?
2 124|242+ |2+|12 |292]|2% 2+|2+
. . . . . O L B IR VI B
I I I TN | I I IO I IIo|Io
Geny charakterystyczne dla stanu pluripotencjalnosci
&(;T 3/4 ] ) ) ] ] ] ] ] - -
SOX2 - - - - - - - - - -
NANOG - - - - - + - - +/- +
REX1 - - - - - - - - - -
Geny zwiazane z réznicowaniem neuralnym
S-TUB 11 + + + + + + + + +/- +/-
MAP2 + + + + + + + + -
NF200 + + + + - + + + +
PDGFRa + + + + + + + + + +
OLIG2 - - - - - - - - - -
Czynniki Indukowane Hipoksja
HIFla + +/- +/- +/- + + + + + +
HIF2a - +/- + + + + + + +/- +/-
HIF3a - - - - - - - - - -
Geny zwiazane z modyfikacjami epigenetycznymi
DNMT3A + + - + + + + + - +
DNMT3B + + - + + + + + - +
HDAC1 + + - + + + + + + +
HDAC?2 + + +/- + + + + + + +
ﬁ -KTYNA + + + + + + + + + +

* Material uzyty do oceny ekspresji genow (zarowno na poziomie mRNA jak i biatka)
pochodzit przynajmniej z trzech niezaleznie przeprowadzonych doswiadczen, a kazdg
analize powtarzano przynajmniej trzy razy.
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Badanie obecnosci ekspresji genéw metodg RT-PCR wykazalo, ze:

» sposrod badanych genow charakterystycznych dla stanu pluripotencjalnosci (OCT
3/4, SOX2, NANOG, REX1) ekspresja genu NANOG wystepowata tylko
w komorkach kontrolnych hodowanych w warunkach 5% O, oraz 5% O, + TSA,
w niektorych powtorzeniach pojawiata si¢ réwniez w 5% O, + RG 108,

* geny roznicowania neuronalnego: S-TUBULINA 111, NF200 i MAP2 podlegaja
ekspresji we wszystkich badanych wariantach eksperymentalnych z dwoma
wyjatkami: nie wykazano ekspresji MAP2 w obecnosci RG 108 i w warunkach
obnizonego poziomu tlenu, natomiast NF200 w obecnosci TSA 1 tlenu
atmosferycznego,

* w badanych komorkach nie zaobserwowano ekspresji markera oligodendrocytow
- OLIG2,

» ekspresja wczesnego markera oligodendrocytow PDGFRa byta obecna we
wszystkich badanych wariantach doswiadczalnych,

* we wszystkich badanych probach na poziomie mRNA zaobserwowano ekspresje
genu HIF1a,

» ekspresja genu HIF2a byta obecna we wszystkich probach z wyjatkiem komorek
hodowanych w 21% O,

* w badanych prébach nie zaobserwowano ekspresji genu HIF3«,

* dodatek PD 0325901 blokuje ekspresje genow: DNMT3A, DNMT3B, HDAC1,
HDAC?2 jedynie w komorkach hodowanych w 21% O,

* obecnos¢ RG 108 w pozywce hodowlanej powoduje brak ekspresji genow:

DNMT3A i DNMAT3Db tylko w komorkach hodowanych w 5% Os.

Ocena poziomu ekspresji genéw metoda PCR w czasie rzeczywistym dotyczyla genow
zwigzanych z pluripotencja / réznicowaniem (OCTA, NANOG, S-TUBULINA 111, MAP2,
PDGFRo, S100p), hipoksja (HIFla, HIF2a) i modyfikacjami epigenetycznymi
(DNMT3A, DNMT3B, HDAC1, HDAC?2). Uzyskane wyniki przestawione sg na rycinie
17.
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Rycina 17. Poréwnanie poziomu ekspresji genow: OCTA, NANOG, f-TUBULINA I,
MAP2, PDGFRa, S1008, HIFla, HIF2a, DNMT3A, DNMT3B, HDAC1, HDAC2
W komorkach HUCB-NSC hodowanych w 5 lub 21% O, z dodatkiem jednego
Z badanych zwigzkow (SB 431542, PD 0325901, RG 108, TSA). Wykresy przedstawiajg
wyniki uzyskane metodg RT-PCR w czasie rzeczywistym, obliczenia wykonano metodqg
AACt. Kazda z prob byta normalizowana w stosunku do f-AKTYNY (gen referencyjny).
Proby kontrolne, kalibracyjne (wartosé 1) odnoszq sie do ekspresji genéw w warunkach
21% O,. Roznice byly uznawane za istotne statystycznie, gdy wartos¢ p<0,05. Poziom
istotnosci: * - dla p mieszczgcego sie w przedziale 0,01< p <0,05; ** - dla 0,001< p
<0,01; ***- dla 0,0001< p <0,001, **** gdy p <0,0001.

Poréwnanie ekspresji badanych genéw metoda PCR w czasie rzeczywistym wykazato,
ze:
* dodatek SB 431542
* nie zmienia W Znaczacy sposOb  ekspresji  gendw  zwigzanych
z pluripotencjalnoscig komorek (NANOG, OCTA),
* w istotny sposob zwigksza ekspresje¢ S-TUBULINY Il w komodrkach
hodowanych w 21% O,, rownoczesnie nie zmieniajac ekspresji tego genu w 5%
O,
* nie zmienia ekspresji genow MAP2, PDGFRo, S100f w zadnym ze stosowanych
warunkow tlenowych,
* nie zmienia istotnie ekspresji genu HIF1la w stosunku do komérek kontrolnych,
jednakze mozemy zaobserwowal wyrazne zwigkszenie ekspresji HIFla
w komoérkach hodowanych w 5% O, z dodatkiem tego zwiazku w stosunku do
komorek hodowanych w 21% Og,
» zwigksza ekspresje HIF2a w obu wariantach tlenowych, przy czym w 5% O,
jest to zmiana istotna statystycznie,
* nieznacznie zmniejsza ekspresj¢ HDACL i istotnie zwigksza ekspresj¢ HDAC2
w obu wariantach tlenowych,
* istotnie zmniejsza ekspresje obu metylotransferaz DNA (DNMT3A, DNMT3B)

zarowno w 5% jak 1 21% Og,

+ dodatek PD 0325901
» istotnie zwigksza ekspresje NANOG tylko w 5% O,
* nie wplywa na ekspresj¢ OCTA w zZadnym ze stosowanych warunkow

tlenowych,
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W sposdb znaczacy zwigksza ekspresje S-TUBULINY 1l w komorkach
hodowanych w21% O,, zmiana taka nie jest obserwowana w przypadku
hodowli w 5% O,

nie zmienia w istotny sposob ekspresji MAP2 i S1005 w badanych wariantach
tlenowych,

zwigksza ekspresj¢ PDGFRa w przypadku komoérek hodowanych w 5% O,

nie wptywa na ekspresj¢ HIFla, rownoczes$nie znacznie zwigkszajac ekspresje
HIF2a w obu wariantach tlenowych,

nie zmienia poziomu ekspresji HDAC1 i HDAC2 w przypadku komorek
hodowanych w 21% O, ale wyraznie zwigksza ekspresj¢ HDAC2 w hodowli
z 5% O,

istotnie zmniejsza ekspresj¢ obu metylotransferaz DNA (DNMT3A, DNMT3B)

zardwno w 5% jak 1 21% O,

» dodatek RG 108

istotnie zwicksza ekspresje obu badanych genow typowych dla stanu
pluripotencjalnosci (NANOG, OCTA) w przypadku komoérek hodowanych w 5%
O,, zarowno w stosunku do komoérek kontrolnych (bez dodatku zwigzkow
niskoczgsteczkowych), jak 1 komorek z dodatkiem tego zwiazku, ale
hodowanych w 21% O,

nie zmienia w sposob znaczacy ekspresji genéw typowych dla rdéznicowania
neuronalnego (5-TUBULINY 111, MAP2),

istotnie zwigksza ekspresj¢ PDGFRo w komorkach hodowanych w 5% Oo,
zardwno w stosunku do komorek kontrolnych, jak i komoérek z dodatkiem tego
zwigzku, ale hodowanych w 21% O,

istotnie zwigksza poziom ekspresji S1008 w komorkach z hodowli w 5% O
W porownaniu do komarek z 21% Oo,

nie zmienia istotnie ekspresji genow zwigzanych z odpowiedzig na hipoksje
(HIFla i HIF2a),

nie zmienia ekspresji HDAC1, ale w znaczacy sposob podwyzsza ekspresje
HDAC2 w obu wariantach tlenowych,

W sposob znaczacy obniza poziom ekspresji metylotransferaz DNA (DNMT3A,
DNMT3B) w komodrkach hodowanych w 5% 1 21% O..
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» dodatek TSA

powoduje istotne zwickszenie ekspresji NANOG i OCTA w komorkach
hodowanych w 5% O, w stosunku do komorek kontrolnych i hodowanych 21%
O,z dodatkiem TSA,

w zadnym z wariantéw tlenowych nie zmienia ekspresji f-TUBULINY 111,
powoduje wyrazny wzrost poziomu MAP2 w komdrkach hodowanych w 5% O3
w stosunku do 21% O, z dodatkiem TSA,

znacznie zwicksza ekspresje PDGFRa w hodowli z 5% O, zaréwno w stosunku
do komorek kontrolnych, jak i komoérek z dodatkiem tego zwigzku, ale
hodowanych w 21% O,

istotnie zwicksza poziom ekspresji S7100f w komodrkach z hodowli w 5% O
W poréwnaniu do komorek z 21% Oy,

nie wptywa w sposob znaczacy na ekspresje HIF1a i HIF2q,

powoduje wzrost ekspresji HDAC1 w komodrkach hodowanych w 5% O,
zardwno w stosunku do komorek kontrolnych, jak i komoérek z dodatkiem tego
zwigzku, ale hodowanych w 21% O,,

W sposob znaczacy podwyzsza ekspresje HDAC2 w obu stezeniach tlenu,
jednakze w przypadku 5% O, zmiana ta jest istotnie wigksza,

zardwno w 5%, jak i 21% O3 obniza ekspresj¢c DNMT3A i DNMT3B w stosunku
do komorek kontrolnych. Ponadto obserwuje si¢ zdecydowanie nizszy poziom
ekspresji DNMT3A w komorkach hodowanych z dodatkiem TSA w 21% O,

w stosunku do 5% O,.

W tabeli 7 podsumowano wptyw badanych zwiazkow niskoczasteczkowych na zmiany

W ekspresji genow z uwzglednieniem wplywu stezenia tlenu w hodowli. Pierwszy

wiersz opisuje wplyw 21% stezenia tlenu w hodowli drugi 5% O, w trzecim

zaznaczono czy stezenie tlenu miato wptyw na odpowiedz komorek na badany zwigzek

(tak/nie). Zastosowano nastepujace oznaczenia:

1
W

()

brak zmian

istotne statystycznie zwigkszenie ekspresji
nieistotne statystycznie zwickszenie ekspres;ji
istotne statystycznie zmniejszenie ekspresji

nieistotne statystycznie zmniejszenie ekspresji
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Tabela 7. Podsumowanie wplywu stezenia tlenu w hodowli i dodatku zwigzkow
niskoczgsteczkowych na ekspresje badanych genow w komorkach HUCB-NSC,
hodowanych w 5 lub 21% O, z dodatkiem jednego z badanych zwigzkéw (SB 431542,
PD 0325901, RG 108, TSA).Tabela podsumowuje wyniki zaprezentowane na rycinie 17.

5:\ - S < oM
o ~ — — (q\]
O |y o |8 |E S |F |82 |Q |E |E
AEAERE N RN RN
Z 18 |« & Tt | |T 8 |&
SB 431542
21%0; | - RS L
50, | - | - | - |- |- -[oO]r]-]1]¢]!
21vs nie | nie | tak | nie | nie | nie | tak | tak | nie | nie | nie | nie
5% O,
PD 0325901
21%0 | - | - [t | - - -t
50, [ 1 [ - [ - |-t
21vs tak | nie | tak | nie | tak | nie | nie | nie | nie | tak | nie | nie
5% O,
RG 108
21% O, - - - - - - - - - ) ) )
50, | T [ 1| - |-t M- -]
21vs tak | tak | nie | nie | tak | tak | nie | nie | nie | tak | nie | nie
5% O,
TSA
21% O, - - - - - - - - - ) ) )
50, | 1| 1| - |t [t M- - L]
21vs tak | tak | nie | tak | tak | tak | nie | nie | tak | tak | tak | tak
5% O,

4.2.2.  Ocena ekspresji biatek typowych dla proliferacji i roznicowania

Ekspresje genéw na poziomie biatka oceniano metoda immunocytochemiczng.
Sprawdzano obecno$¢ markerow zwigzanych ze stanem pluripotencjalnosci (OCT4,
SOX2), réznicowaniem neuralnym (B-TUBULINA 11, NF200, MAP2, NG2, GalC,
GFAP) oraz odpowiedzig na hipoksje (HIF1a, HIF2a). Uzyskane wyniki zestawione sa
na rycinach 18-23.
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Analiza immunocytochemiczna pozwolila stwierdzié, ze:

* na poziomie biatka obecna jest ekspresja markeréw roznicowania neuronalnego
(B-TUBULINA 11, NF 200, MAP2) we wszystkich badanych wariantach,
jednakze w komorkach rosngcych w 21% O, z dodatkiem SB 431542
I PD 0325901 komorki wykazywaty mniejszg ekspresj¢ MAP2,

» marker oligodendrocytoéw - NG 2 pojawia si¢ tylko w komodrkach hodowanych
z dodatkiem SB 431542 w obu testowanych wariantach tlenowych, przy czym
wigcej komorek NG 2-pozytywnych zaobserwowano w komorkach rosngcych
w 5% O,,

* w zadnym z badanych wariantow nie zaobserwowano ekspresji GalC,

» ckspresja GFAP (marker astrocytow) wystepuje w komodrkach kontrolnych oraz
hodowanych z dodatkiem SB 431542 i PD 0325901 w obu wariantach tlenowych,
nic zaobserwowano natomiast obecnosci komorek GFAP-pozytywnych w
przypadku hodowli z dodatkiem RG 108 i TSA,

* markery typowe dla komorek pluripotencjalnych (OCT4 i SOX2) obecne s3
w komorkach hodowanych w 5% O, przy obecnosci trzech z testowanych
zwigzkow niskoczasteczkowych: PD 0325901 - tylko SOX2; RG 108 i TSA -
SOX2 i 0OCT4,

» ekspresja HIFlo na poziomie biatka byta obecna w komorkach rosngcych
zarowno w 5%, jak 1 21% O, we wszystkich badanych probach
eksperymentalnych, natomiast obecno$¢ HIF2a zaobserwowano glownie w
komorkach hodowanych w 5% O,

* we wszystkich badanych wariantach eksperymentalnych stwierdzono obecnos¢

komorek Ki67-pozytywnych, tj. zdolnych do proliferacji.

Kolejnym etapem oceny wptywu zastosowanych zwiazkéw niskoczasteczkowych, byta

analiza iloS§ciowa komorek Ki67-pozytywnych (Ryc. 24).
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Rycina 24. Poréwnanie odsetka komdrek zdolnych do proliferacji w populacjach
progenitorow neuralnych hodowanych w roznych warunkach tlenowych z Ilub bez
dodatku zwigzkoéw niskoczgsteczkowych. Réznice byly uznawane za istotne statystycznie,
gdy wartos¢ p<0,05. Poziom istotnosci statystycznej. * - dla p mieszczqcego sig
w przedziale 0,01< p <0,05; ** - dla 0,001< p <0,01; ***- dla 0,0001< p <0,001,
**** gdy p <0,0001.

Po poréwnaniu procentowego udzialu w badanej populacji komoérek zdolnych do
proliferacji stwierdzono, ze dodatek zwigzkow niskoczasteczkowych zmienia potencjat
proliferacyjny komoérek. Wykazano, ze:

* komorki kontrolne (bez dodatku zwigzkow niskoczasteczkowych) hodowane
w 5% O, wykazujg istotnie wigkszy potencjal proliferacyjny niz komorki
hodowane w 21% O,;

* w przypadku komorek rosnagcych w 5% O, zaobserwowano spadek potencjatu
proliferacyjnego we wszystkich badanych wariantach doswiadczalnych
z dodatkiem zwiazkow niskoczasteczkowych, przy czym istotny statystycznie byt

spadek proliferacji w komérkach hodowanych z RG 108 i TSA,
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* w przypadku komorek rosnacych w 21% stgzeniu tlenu zaobserwowano istotny
wzrost liczby komorek Ki67-pozytywnych w wariantach eksperymentalnych
z dodatkiem RG 108 i SB 431542,

* wystepuje istotna statystycznie réznica pomiedzy liczbg komoérek zdolnych do
proliferacji rosngcych w 5% 1 21% stezeniu tlenu z dodatkiem RG 108, przy czym

stwierdzono wiecej komorek Ki67-pozytywnych w wyzszym stezeniu tlenu.
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4.3. Badanie wplywu wybranych typow rusztowan 3D na proces réznicowania
I zdolnos$¢ do proliferacji komérek HUCB-NSC

Komorki w stadium rozwojowym progenitorow neuralnych (pozywka LS) byly
hodowane przez 5dni w 5% i 21% stgzeniu tlenu na wybranych rusztowaniach,
nastgpnie byly utrwalane w celu wykonania zdje¢ za pomoca elektronowego
mikroskopu skaningowego (SEM), badan immunocytochemicznych oraz analizy

ekspresji gendow na poziomie mRNA.

rusztowania keratynowe
mate prostokaty wiokna

20KV X300 50pm

20kV  X1,000 10pm

rusztowania rusztowania
chitozanowe kolagenowe

X
20KV |~ X300

. ¢ /
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/

«“20kv  X1,000 10pm

Rycina 25. Zdjecia przedstawiajgce zasiedlenie badanych rusztowan przez komorki
HUCB-NSC wykonane za pomocq elektronowego mikroskopu skaningowego.
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Analiza zasiedlenia komorkami rusztowan przeprowadzona za pomoca
skaningowego mikroskopu elektronowego (Ryc. 25) wykazala wigksza skutecznosé
rusztowan kolagenowych w immobilizacji HUCB-NSC do powierzchni w poréwnaniu
Z rusztowaniami chitozanowymi 1 keratynowymi. Zdjecia z mikroskopu $wietlnego,
wykonane przyzyciowo podczas hodowli (Ryc. 26) oraz fluorescencyjne z mikroskopu
konfokalnego (Ryc. 27) wykazaty, ze komoérki HUCB-NSC, cho¢ w mniejszej liczbie,

sa obecne réwniez na rusztowaniach chitozanowych 1 keratynowych.

rusztowania chitozanowe

rusztowania kolagenowe

Rycina 26. Zdjecia przyzyciowe HUCB-NSC hodowanych na rusztowaniach
chitozanowych i kolagenowych.
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Rycina 27. Analiza immunocytochemiczna HUCB-NSC hodowanych na rusztowaniach

trojwymiarowych, sprawdzajgca na poziomie biatka ekspresje p-TUBULINY 11
(zielony), NESTYNY (czerwony), MAP2 (czerwony), GFAP (czerwony) i Ki67 (zielony).
Jgdra komérkowe barwione za pomocg Hoechst 33258. Skala - 100um.

Rycina 27 przedstawia panel zdje¢ uzyskanych za pomoca mikroskopu
konfokalnego. Zdjecia obrazuja komoérki HUCB-NSC  zasiedlajace rusztowania
trojwymiarowe, znakowane na obecno$¢ markerdw roznicowania i proliferacji.
Mozemy na nich zaobserwowa¢ bardzo wysoki poziom autofluorescencji rusztowan
wykonanych na bazie chitozanu, ktéra uniemozliwiata wiasciwg analiz¢ preparatow.
Rusztowania na bazie keratyny wykazywaty réwniez autofluorescencje¢ w szczegdlnos$ci

w zakresie dtugosci fali emitowanej 400-450nm, co pokrywa si¢ z emisjg barwnika
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Hoechst 33258 uzywanego do wizualizacji jader komorkowych. Rusztowania

wykonane na bazie kolagenu wykazywaty najmniejsza autofluorescencjg.

Analiza immunocytochemiczna pozwolila stwierdzi¢, ze zaréwno komorki
hodowane na rusztowaniach wykonanych na bazie keratyny, jak i kolagenu wykazuja
ekspresje markerow typowych dla réznicowania neuronalnego (B-TUBULINE 111
I MAP2), jak rowniez GFAP — zwigzany z réznicowaniem astrocytarnym. Ponadto
wobu przypadkach obserwowane sa komorki Ki67-pozytywne, co $wiadczy

0 zachowaniu przez nie zdolnos$ci do proliferacji.

Kolejny etap analizy obejmowal ocen¢ poziomu ekspresji gendw roéznicowania
neuralnego na poziomie MRNA. Ze wzgledu na niewielka liczb¢ komorek
porastajacych rusztowania chitozanowe i keratynowe, a takze na fakt, ze materialy te
dawaly wysokie zanieczyszczenie uzyskiwanego mRNA, nie udato si¢ uzyska¢ z nich
materialu w odpowiedniej ilosci 1 jakosci do dalszych analiz. Ocena ekspresji genow
metoda RT-PCR obejmowala materiat uzyskany z komorek rosnacych na rusztowaniach
wykonanych na bazie kolagenu w 5% lub 21% O,. Uzyskane wyniki przedstawia
tabela 8.

Tabela 8. Zestawienie wynikow ekspresji genow (metoda RT-PCR) charakterystycznych
dla stanu pluripotencjalnosci, roznicowania neuralnego, czynnikow indukowanych
hipoksjq i enzymow epigenetycznych w komorkach HUCB-NSC - wplyw hodowli na
rusztowaniach kolagenowych i roznych warunkow tlenowych.

21% O, 21% O, 5% O3 5% O3
Hodowla 2D Rusztowania | Hodowla 2D | Rusztowania
kolagenowe kolagenowe
Geny charakterystyczne dla stanu pluripotencjalnosci
OCT 3/4 (A) - - - -
SOX2 - - - -
NANOG - - - -
Geny zwiazane z roznicowaniem neuralnym

p-TUB 11 + + + +
MAP2 + + + -
NF200 + + + +
OLIG 1 - + - -
OLIG 2 - + - -
PDGFRa - - - -
GFAP - - - -
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21% O, 21% O, 5% O, 5% O,
Hodowla 2D Rusztowania | Hodowla 2D | Rusztowania
kolagenowe kolagenowe
Czynniki Indukowane Hipoksja
HIFla + ¥
HIF2a + -
HIF3a - - - -
Geny zwiazane z modyfikacjami epigenetycznymi

DNMT3A + + + -
DNMT3B + + + +
HDAC1 + + + +
HDAC2 + + + +
P-AKTYNA + + + +

Analiza ekspresji badanych genow metoda RT-PCR wykazata, ze:
* w komoérkach HUCB-NSC hodowanych w uktadach 2D i 3D, w warunkach 5%

i 21% stezenia tlenu nie wystepuje ekspresja gendw charakterystycznych dla stanu
pluripotencjalnosci (OCT 3/4, SOX2, NANOG),

geny roznicowania neuronalnego: S-TUBULINA 111 i NF200 podlegaja ekspres;ji
we wszystkich badanych wariantach eksperymentalnych, natomiast gen MAP2 nie
podlega ekspresji w komorkach HUCB-NSC hodowanych na rusztowaniach
kolagenowych w warunkach 5% st¢zenia tlenu,

w badanych probach nie wykazano ekspresji NESTYNY, GFAP i genu kodujacego
receptora dla PDGF,

ekspresje  genéow  OLIG1 i OLIG2 (zwigzane z roznicowaniem
oligodendrocytarnym) zaobserwowano tylko w komorkach hodowanych na
rusztowaniach kolagenowych w warunkach 21% stezenia tlenu.

wszystkie badane proby wykazuja ekspresj¢ genu HIF1a,

gen HIF2a nie podlega ekspresji w komorkach HUCB-NSC hodowanych na
rusztowaniach kolagenowych w warunkach 5% stezenia tlenu.

w zadnym z badanych wariantow eksperymentalnych nie zaobserwowano
ekspresji genu HIF3a.

metylotransferaza DNA (DNMT3A) nie jest ekspresjonowana przez komorki
rosngce na rusztowaniach kolagenowych w 5% O,

ekspresja DNMT3B, HDAC1 i HDAC?2 jest obecna we wszystkich badanych
wariantach doswiadczalnych.
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5. PODSUMOWANIE WYNIKOW | WNIOSKI

Podsumowanie badan z zastosowaniem 5% i 21% O, oraz inhibitora DMOG

5 % stgzenie tlenu - typowe dla niszy komoérek macierzystych (fizjologiczna
normoksja) - pozytywnie wptywa na proces proliferacji HUCB-NSC w hodowli
in vitro bez wzgledu na etap rozwoju badanych komorek, a w stadium wczesnych
progenitoréw neuralnych (pozywka LS) jednoczes$nie promuje ich réznicowanie

w kierunku neuronalnym;

Obnizony poziom tlenu 1 DMOG dzialaja synergistycznie na zwigkszenie

ekspresji genow HIF tylko w stadium progenitorow neuralnych (LS);

Akumulacja czynnikéw HIF, po synergistycznym dzialaniu obnizonego stg¢zenia
tlenu i DMOG, istotnie zwigksza ekspresje genow NANOG i MAP2, w sposob
zalezny od stadium rozwojowego komorek. Efekt ten jest obserwowany tylko

w komorkach progenitorowych (pozywka LS);

Poziom ekspresji genu DNMT3B zalezy od stadium rozwojowego komorek -
progenitory neuralne (LS) charakteryzujg si¢ wyzsza ekspresja DNMT3B, niz

komorki niezréznicowane (SF) w dwoch badanych wariantach tlenowych;

Dodatek DMOG zwigksza ekspresjc DNMT3A, DNMT3B, HDAC1 i HDAC2
tylko w przypadku progenitoréw neuralnych w dwoch badanych stezeniach tlenu,
przy czym efekt ten jest istotny statystycznie dla wszystkich ww. gendéw

w komorkach hodowanych w 5% O;

Analiza ilosciowa wykazata pozytywng zalezno$¢ pomiedzy ekspresja gendw
DNMT3A, DNMT3B, HDAC1, HDAC2 oraz ekspresja genow zwigzanych
z hipoksja: HIFlo 1| HIF2a tylko dla progenitoréw neuralnych (LS) hodowanych
w5% O, z DMOG. W tym wariancie eksperymentalnym zaobserwowano
zarowno wyrazne zwigkszenie ekspresji genow HIF, jak i DNMT3A, DNMT3B,
HDAC1, HDAC2.
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Whioski:

» Zaobserwowano zalezng od stadium rozwojowego odpowiedz komérek HUCB-
NSC na akumulacj¢ czynnika HIF, wynikajgca z obnizenia stezenia tlenu

w hodowli i zastosowania inhibitora DMOG.

* Obnizony poziom tlenu z dodatkowa akumulacja czynnika HIFla (obecnosé¢
inhibitora DMOG) pozytywnie wplywa na wszystkie badane procesy -
proliferacje prowadzaca do samoodnowy i roznicowanie HUCB-NSC, ale tylko

W stadium progenitorow neuralnych.

* Populacja komodrek w stadium rozwojowym progenitorow neuralnych,
w warunkach obnizonego stezenia tlenu wykazuje cechy komoérek macierzystych,
zdolnych do proliferacji i réznicowania neuralnego, dlatego zostata uznana jako
optymalna do dalszych badan z zastosowaniem zwigzkow niskoczasteczkowych

i rusztowan 3D.

Podsumowanie badan z zastosowaniem 5% i 21% O, oraz zwigzkow

niskoczasteczkowych

* Wykazano, ze obnizenie stezenia tlenu w hodowli oraz dodatek PD 0325901, RG
108 i TSA zwigkszaja ekspresje genu NANOG. Ponadto, RG 108 i TSA wraz z
5% O, podwyzszaja dodatkowo ekspresje OCTA;

* SB 431542 i PD 0325901 zwickszaja ekspresj¢ f-TUBULINY 1l w komorkach
hodowanych w warunkach 21% O,;

* Ekspresja MAP2 jest istotnie podwyzszona w przypadku zastosowania inhibitora

deacetylaz histonow - TSA w warunkach obnizonego stezenia tlenu;

» Zaleznie od stgzenia tlenu PD 0325901, RG 108 1 TSA zmieniajg ekspresje genu
dla PDGFRa — w warunkach 5% O, ekspresja ta jest wyzsza,

» Ekspresja S100p zwigksza si¢ w warunkach obnizonego stgzenia tlenu po dodaniu
do hodowli komoérkowej RG 108 1 TSA;

* Tylko zastosowanie SB 431542 pozwolilo uzyska¢ populacje komorek NG2-
pozytywnych;
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Rowniez, tylko w przypadku SB 431542 wykazano zalezne od niskiego st¢zenia

tlenu zwigkszenie ekspresji czynnikéw indukowanych hipoksja;

SB 431542 w sposob niezalezny od stezenia tlenu reguluje ekspresje enzymow

zwigzanych ze zmianami epigenetycznymi (HDAC2, DNMAT3a, DNMAT3b);

Wptyw TSA na ekspresje HDAC1, HDAC2, DNMAT3a jest zalezny od
zastosowanego w hodowli komdrkowej stezenia tlenu. Podwyzszenie ekspresji

wymienionych genoéw jest obserwowane w komorkach hodowanych w 5% Og;

Wszystkie zastosowane zwigzki spowodowaly zwigkszenie ekspresji HDAC2,

jednakze w komodrkach hodowanych w 5% O, zmiana ta byta istotnie wicksza;

Badane =zwigzki wyraznie zmniejszaja ekspresj¢ metylotransferaz DNA

(DNMT3A, DNMT3B) w obu zastosowanych wariantach tlenowych;

W populacji komorek kontrolnych (bez dodatku zwigzkow) 5% O, istotnie

zwigksza proliferacj¢ komorek (wzrost o okoto 10%);

Dodatek wszystkich badanych zwigzkow niskoczateczkowych wptywa na
obnizenie zdolnosci proliferacyjnej komoérek w 5% O, (RG 108 i TSA istotnie
statystycznie), natomiast dodatek SB 431542 i RG 108 w 21% O, spowodowat
istotny wzrost liczby komorek Ki67-pozytywnych.

Whnioski:

Réznice w  ekspresji  gendw typowych dla stanu pluripotencjalno$ci
I r6znicowania indukowane zwigzkami niskoczasteczkowymi byly zalezne od

stezenia tlenu w hodowli;

Zastosowane zwigzki niskoczasteczkowe zmieniaja promujacy wpltyw obnizonego

stezenia tlenu na zdolno$¢ komorek do proliferacji.

Dzigki zastosowaniu kombinacji wybranych warunkéw tlenowych i1 jednego
z badanych zwigzkow mozemy uzyska¢ populacje o okreslonych, pozadanych
wlasciwos$ciach, np.: 5% Oz w polaczeniu z SB 431542 pozwala uzyskad
populacje¢ komoérek NG2-pozytywnych, co $wiadczy o roznicowaniu

oligodendrocytarnym, natomiast ekspozycja komorek na TSA w tych samych

104



warunkach tlenowych wyraznie zwigksza ekspresjc MAP2, $wiadczac

0 pojawieniu si¢ frakcji komodrek roznicujacych si¢ neuronalnie.

* Dlatego tez uwazamy, ze  zastosowanie  wybranych  zwigzkoéw
niskoczgsteczkowych 1 regulowanego st¢zenia tlenu w hodowli moze by¢ metoda

z wyboru do uzyskania populacji komorek kompetentnych terapeutycznie.

Podsumowanie badan w warunkach 3D

e Zarowno uktad przestrzenny jak 1 sktad biomateriatu, z ktorego zbudowane sa
rusztowania, wptywaja na proces przylegania, proliferacji i rdéznicowania
komorek HUCB-NSC,;

* Sposréd badanych rusztowan tylko rusztowania kolagenowe zapewniaja
komorkom HUCB-NSC  warunki, ktore umozliwiaja ich przyleganie
| przezywanie, przy zachowaniu zdolnosci do proliferacji i wielokierunkowego

roéznicowania.

Whniosek:

Chemicznie modyfikowane rusztowania kolagenowe stanowig optymalne
podtoze do hodowli komorek HUCB-NSC. Komoérki obserwowane sa na calej
powierzchni 3D, rusztowania kolagenowe spetniajg wige warunek biokompatybilnosci
I mogg stanowi¢ nosnik dla kompetentnych terapeutycznie komorek macierzystych
w stadium rozwojowym wykazujacym zdolnos¢ do proliferacji i wielokierunkowego

réznicowania.
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6. DYSKUSJA

Celem tej pracy bylo zbadanie, jakie warunki mikrosrodowiska in vitro beda
stanowity nisze biomimetyczng dla neuralnych komorek macierzystych. Takie warunki
powinny zapewni¢ z jednej strony trojwymiarowa strukture logistyczng, a z drugiej
sktad fizykochemiczny przypominajacy srodowisko naturalne, ktore indukuja procesy
komorkowe zwigzane z rozwojem neuralnym. W tej pracy ustalono warunki
prekondycjonowania in vitro neuralnych komoérek macierzystych otrzymanych z krwi
pepowinowej (HUCB-NSC), ktore umozliwiajg ich proliferacj¢ i wielokierunkowe
réznicowanie neuralne. Takie wtasciwosci wydaja si¢ by¢ wskazane dla komorek
terapeutycznych w przypadku terapii komorkowej uszkodzen OUN, kiedy potrzebne
jest dziatanie rekonstrukcyjne: repopulacja miejsca uszkodzenia okreSlonym typem
komorek, dopasowanym do jednostki chorobowej, z mozliwoscia wigczenia ich
w funkcjonalng strukture tkanki nerwowej (Goldman, 2016). Obecnie stosowane terapie
komoérkowe OUN swoja skuteczno$¢ zawdzigczaja gléwnie wihasciwosciom
adjuwacyjnym  przeszczepianych ~ mezenchymalnych KM,  ktére  dziataja
przeciwzapalnie i neuroprotekcyjnie, natomiast brak jest dowodow, ze moga one
spetnia¢ funkcje rekonstrukcyjne (Laroni i wsp. 2015, Bianco i wsp. 2013). Przeszczepy
allogeniczne neuralnych komoérek macierzystych otrzymywanych z nisz endogennych
OUN ptodéw po spontanicznych poronieniach sa stosowane w probach klinicznych
(Mazzini 1 wsp. 2015), ale zaré6wno mata dostgpno$¢ takich komorek, jak
| towarzyszgce im kontrowersje etyczne sktaniajg do stosowania alternatywnych zrodet
(np. z tkanek poptodu) otrzymywania neuralnych komorek macierzystych.
W przypadku komoérek macierzystych o pochodzeniu innym niz OUN, ich przyszie
powodzenie kliniczne moze zaleze¢ od prekondycjonowania w warunkach in vitro
przypominajgcych nisz¢ endogenng. Dlatego tez w niniejszej pracy badano, w jaki
sposob okreslone czynniki niszy, wplywaja na procesy rozwojowe HUCB-NSC

w hodowli in vitro.

W prezentowanej rozprawie przedstawiono dwie hipotezy robocze.
Hipoteza pierwsza, w ktorej zatozono zalezno$¢ odpowiedzi komodrkowe;j
HUCB-NSC na obnizony poziom tlenu w hodowli od stadium rozwojowego, zostata

zweryfikowana pozytywnie. Otrzymane wyniki wykazaty, ze poziom tlenu obnizony do
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stezenia 5% (fizjologiczna normoksja) wplywa pozytywnie na proces proliferacji
W sposoéb istotny statystycznie, ale tylko w stadium progenitorow neuralnych (pozywka
LS). Co wigcej, wykazano pozytywny efekt obnizonego poziomu tlenu na ekspresj¢
genu NANOG, co sugeruje zdolno$¢ do samoodnowy proliferujgcych komorek. Efekt
ten byt charakterystyczny tylko dla wczesnych rozwojowo populacji komorek (SF i LS),
ale nie dla komorek zréznicowanych neuronalnie. W przypadku badania procesu
roznicowania HUCB-NSC, obnizony poziom tlenu powodowat odmienng odpowiedz
w roznych stadiach rozwojowych: w komoérkach niezréznicowanych nie miat wpltywu
na ekspresjc genu MAP2; w hodowli progenitorow neuralnych, w sposob
synergistyczny z inhibitorem DMOG spowodowal spektakularny (czterdziestokrotny)
wzrost ekspresji MAP2; natomiast w hodowli komoérek zréznicowanych (LS +
dBcAMP), w sposob istotny statystycznie, obnizyt poziom ekspresji MAP2.

Powyzsze wyniki pozwolity wytoni¢ do dalszych badan populacj¢ progenitorow
neuralnych (LS), ktore wykazywaly najwickszg wrazliwo$¢ na zmienne warunki
stezenia tlenu W hodowli, w $rodowisku tlenu typowego dla niszy endogennej (5%),
utrzymujac zdolno$¢ rozwoju neuralnego.

Wyniki otrzymane w drugiej czgsci pracy miaty zweryfikowac hipoteze druga, ktora
zaktada, ze mikrosrodowisko in vitro, charakteryzujgce si¢ obnizonym poziomem tlenu,
obecnoscig adherentnej struktury 3D oraz wybranych zwigzkow niskoczasteczkowych,
umozliwia utrzymanie hodowli komoérek NSC zdolnych jednoczes$nie do proliferacji,
jak 1 wielokierunkowego roznicowania.

Przedstawione dane eksperymentalne weryfikuja pozytywnie hipoteze druga
postawiong w tej rozprawie. Udowodniono, ze w warunkach obnizonego st¢zenia tlenu
(5%) wybrane zwiazki niskoczasteczkowe umozliwiajg roznicowanie HUCB-NSC we
wszystkie trzy typy linii neuralnych oraz stymuluja komoérki do podziatow wraz z
mozliwoscig samoodnowy. Ponadto, hodowla komoérek na tréjwymiarowych
rusztowaniach kolagenowych o charakterze gabczastym stymuluje ekspresje markeréw
réznicowania neuralnego. Potwierdza to obecnos¢ w hodowli 3D na rusztowaniach
kolagenowych markerow typowych dla komoérek ukierunkowanych zaréwno w komorki
roznicujgce si¢ neuronalnie (B-TUBULINA Il oraz MAP2) jak i glejowo (GFAP),
a jednoczes$nie utrzymujacych zdolnos¢ do proliferacji (Ki67). Dodatkowo komorki
hodowane w 21% O; na poziomie mRNA wykazuja ekspresj¢ gendow zwigzanych
z roznicowaniem w kierunku oligodendrocytow - OLIG1 i OLIG2. Jednakze brak

ekspresji bialek typowych dla réznicowania oligodendroglialnego sugeruje, ze
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w hodowli biomimetycznej zapewniajacej zrdwnowazony poziom rdéznicowania we
wszystkie trzy linie neuralne, wlasciwe moze by¢ wspomaganie zwigzkami
niskoczasteczkowymi, ktore wplywaja pozytywnie na réznicowanie glejowe (np. SB
431542). Te obserwacje wstgpne wymagaja dalszych badan w warunkach hodowli

trojwymiarowe;.

6.1. Wplyw warunkéw tlenowych w hodowli na kierunki rozwoju komérek
znajdujacych si¢ na réznych etapach rozwoju: zalezno$¢ od czynnikéw

indukowanych hipoksja

W ostatnich latach pojawito si¢ wiele ciekawych badan probujacych okresli¢
znaczenie sktadu gazowego (w tym tlenu) w hodowli komoérkowej. Uwzglednia si¢
W nich rézne typy komorek pochodzace z wielu tkanek, w tym hodowle pierwotne
I linie komérkowe, jak réwniez komorki nowotworowe. Oceniany jest wplyw st¢zenia
tlenu na proliferacje, roznicowanie, reprogramowanie czy metabolizm komorki (Zhu
i wsp. 2005, lvanovicz, 2007, Pistollato i wsp. 2007, Eliasson i Jonsson 2010, Giese
I wsp. 2010, Santilli i wsp. 2010, Szabtowska-Gadomska i wsp. 2012, Drela i wsp. 2014,
Zhao i wsp. 2014).

Dlatego tez w naszym zespole prowadzone sa badania majace na celu
wyjasnienie roli obnizonego stezenia tlenu (odpowiadajacego fizjologicznej normoksji)
na procesy rozwojowe komorek macierzystych. Wczesniejsze badania pozwolilty
stwierdzi¢, ze niskie (5%) stezenie tlenu ufatwia reprogramowanie komorek HUCB-
NSC do indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (Szablowska-
Gadomska i wsp. 2012).

W niniejsze] pracy badano wplyw stezenia tlenu w hodowli komorkowej na
roznicowanie 1 proliferacie HUCB-NSC. Badania te obejmowaly kilka do$wiadczen,
w ktorych taczono zmienna, jaka jest stezenie tlenu (dwa warianty: hodowla w 5%
1 21% 0O,), z dodatkiem zwigzkow niskoczasteczkowych oddziatujagcych na komorkowe
szlaki sygnatowe, lub rusztowaniami, ktére pozwalaja stworzy¢ trojwymiarowe
srodowisko, w ktorym interakcje komorkowe sa zblizone do typowych dla niszy
endogennej. Ponadto sprawdzano czy istnicje zalezno$¢ pomigedzy stadium
rozwojowym komorek, a ich odpowiedzig na zastosowane stezenie tlenu, czy jest to

zwigzane z ekspresja 1 akumulacja czynnikow indukowanych hipoksjg. Sprawdzano
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takze, jak ekspresja tych czynnikow koreluje z ekspresja genow zwigzanych
Z roznicowaniem w rozne podtypy komoérek neuralnych i czy ma to zwigzek ze
zmianami ekspresji genow kodujacych enzymy odpowiedzialne za modyfikacje
epigenetyczne.

Badania prowadzone w ostatnich latach, oceniajace wptyw tlenu na komorki
pozwolity stwierdzié, Ze obnizenie poziomu tlenu promuje niezréznicowany stan wielu
populacji komorek macierzystych i progenitorowych (Okazaki i Maltepe 2006, Eliasson
i Jonsson 2010, Szabtowska-Gadomska i wsp. 2012, Huang i wsp. 2013, Drela i wsp.
2014, Lech i wsp. 2016).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki porownujgce poziom ekspresji genow
potwierdzaja, ze 5% O sprzyja utrzymaniu macierzystosci w komorkach HUCB-NSC
bedacych na etapie niezroznicowanym i w progenitorach neuralnych, co przejawia si¢
zwigkszeniem ekspresji genu NANOG. Ponadto zaobserwowano, ze w przypadku
progenitoréw neuralnych dodatek inhibitora hydroksylazy prolinowej - DMOG
powodowat istotne statystycznie wzmocnienie tego efektu - ekspresja NANOG
zwigkszyla si¢ dwukrotnie w stosunku do progenitorow neuralnych hodowanych w 5%
O, bez dodatku DMOG i okoto 12 krotnie w stosunku do komoérek hodowanych
z DMOG w 21% O,. Mozna na tej podstawie wnioskowac, ze dla komoérek bedacych
w stadium progenitorow neuralnych akumulacja czynnika HIF1a ma istotne znaczenie
W utrzymaniu macierzystosci. Co ciekawe, nie zaobserwowano podobnego efektu dla
komorek niezréznicowanych. Sugeruje to, ze odpowiedz komoérek na akumulacje
czynnika HIF1a jest zalezna od stadium rozwojowego.

Z danych literaturowych wynika, Ze podczas wczesnego etapu roéznicowania
ESC w kierunku neuronalnym  ekspresja  czynnikow  transkrypcyjnych
charakterystycznych dla stanu pluripotencjalnosci (jak OCT4, SOX2 czy NANOG) nie
jest catkowicie zahamowana, a ich obecno$¢ spowalnia roznicowanie. Fakt, ze hipoksja
sprzyja ekspresji genow typowych dla stanu pluripotencji 1 ulatwia reprogramowanie
komoérek do iPSC (Forristal i wsp. 2010, Szablowska-Gadomska i wsp. 2012)
czgsciowo wyjasnienia, dlaczego moze ona hamowac proces réznicowania komoérek
bedacych na wezesnym etapie rozwoju. Z drugiej strony wykazano, ze na pozniejszych
etapach réznicowania neuralnego, obnizone stezenie tlenu moze regulowac szlaki
Whnt/B-katenina i Notch, atakze wptywaé na sygnalizacj¢ zwigzang z OCT4, dzigki
czemu sprzyja roznicowaniu i pozwala szybciej 1 wydajniej uzyskiwa¢ NPC (Pistollato
i wsp. 2007, De Filippis i Delia, 2011).
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W naszych badaniach progenitory neuralne hodowane w pozywce z dodatkiem
surowicy (LS) wykazuja wyzsza ekspresje genu MAP2, niz komorki hodowane
w warunkach bezsurowiczych (SF), co jest zgodne z oczekiwanym, bardziej
zroznicowanym stadium rozwoju. W hodowlach kontrolnych (bez DMOG) nie
obserwujemy roznic pomi¢dzy badanymi warunkami tlenowymi. Jednakze w przypadku
progenitorow neuralnych obserwujemy silne dziatanie synergistyczne obnizenia
poziomu st¢zenia tlenu i dodatku inhibitora hydroksylazy prolinowej — DMOG:
wyrazne zwigkszenie ekspresji MAP2 tylko w komodrkach hodowanych w warunkach
5% O;. Przypuszczamy, ze w tym przypadku do wzmocnienia procesu roznicowania
niezb¢dna byta kumulacja czynnika HIFla, spowodowana obnizeniem st¢zenia tlenu
w hodowli i zablokowaniem jego degradacji dzigki DMOG.

Zastosowanie dBcAMP bylo narzedziem do otrzymania populacji komoérek na
trzecim badanym etapie rozwoju - rdéznicowanych neuronalnie. Roéznicowanie
neuronalne analizowane bylo jako zmiana ekspresji genu MAP2. Poziom ekspresji
MAP2 znaczaco zwigkszyt si¢ w hodowli z dBcAMP w porownaniu z komoérkami bez
dBcAMP, ale tylko w pozywce, w ktorej byta surowica (LS) i warunkach tlenu
atmosferycznego. Natomiast obnizenie poziomu tlenu w populacji komorek
zroznicowanych (LS + dBcAMP) mialo efekt hamujacy na ekspresje MAP2.
W komorkach niezréznicowanych (pozywka SF) zmiana poziomu stgzenia tlenu
w hodowli nie wptyneta na réznicowanie neuralne (ekspresja MAP2 na tym samym
poziomie). Ponadto, w tym wariancie do§wiadczalnym dodatek DMOG rowniez nie
wplywatl na r6znicowanie komorek HUCB-NSC. Przytoczone wyniki $wiadczg o tym,
ze efekt jaki na HUCB-NSC ma obnizone st¢zenie tlenu zalezy od stadium
rozwojowego komorek.

Z dostegpnej literatury wynika, ze stezenie tlenu w granicach 2,5-5% hamuje
roéznicowanie w kierunku astrocytarnym i sprzyja roéznicowaniu komorek w Kierunku
neuronalnym in vitro (De Filippis i Delia 2011; Storch i wsp. 2001; Studer i wsp. 2000).
Wyniki uzyskane przez Studer’a i wspotpracownikow pokazuja, ze obnizenie st¢zenia
tlenu w hodowli do okoto 2-3% (z 20%) sprzyjato proliferacji i hamowato apoptoze
szczurzych komorek progenitorowych $§rodmoézgowia (ang. rat Mesencephalic
Precursor Cells, rMPC). Ponadto, gdy ukierunkowano neuronalne réznicowanie tych
komorek poprzez zastosowanie specyficznych neurotransmiterow, w hodowli z 2-3%
O, uzyskano znacznie wigcej neurondow dopaminergicznych (okoto 56%), w stosunku

do hodowli w 20% O, (okoto 18%). Stwierdzono réwniez, ze roéznicowanie to
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zachodzito szybciej w obnizonym stezeniu tlenu (Studer i wsp. 2000). Nasze
obserwacje potwierdzaja indukcje roznicowania w kierunku neuronalnym przez
obnizony poziom tlenu, ale tylko w stadium rozwoju progenitoréw neuralnych i przy
dodatkowej akumulacji czynnika HIFla za pomocg DMOG. Natomiast, po
zastosowaniu dBcAMP, ktéry indukuje neuronalne roznicowanie HUCB-NSC
(pozywka LS+dBcAMP), zaobserwowano istotny spadek ekspresji MAP2 w komarkach
hodowanych w 5% O,, co sugeruje ze obnizenie st¢zenie tlenu spowolnito réznicowanie
neuronalne.

Badania  przeprowadzone na neuralnych komorkach  macierzystych
wyizolowanych z nowonarodzonych myszy (mNSC) wykazaly, ze 5% st¢zenie tlenu,
podobnie jak we weczesniejszych badaniach, sprzyjato proliferacji i roznicowaniu
w kierunku neuronalnym (zwigkszenie ilosci komorek DCX i MAP2-pozytywnych), ale
tez wplywalo na gliogeneze — komorki GFAP-pozytywne miaty bardziej widknisty
fenotyp, dluzsze wypustki i w opinii autorow bardziej przypominaly astrocyty
wystepujace in vivo. Ponadto, w badaniach tych zaobserwowano znaczny wzrost liczby
NG2-pozytywnych prekursorow oligodendrocytow (Sun i wsp. 2015). W naszych
badaniach nie zaobserwowano wplywu obnizonego poziomu tlenu na roéznicowanie
glejowe w zadnym z badanych stadiéw rozwojowych.

Binh i wspolpracownicy badali wptyw 5% O, na réznicowanie komorek
bedacych na dwoch etapach rozwoju. Poczatkowo oceniano, jak niskie stgzenie tlenu
oddziatuje na mysie ESC 1 ich przeksztatcanie do NSC, a nastegpnie czy ma znaczenie
podczas roéznicowania NSC do progenitorow neuralnych. Udowodniono, ze
W poczatkowym etapie rozwoju 5% O, hamuje przechodzenie mESC do NSC. Powstaje
mniej NSC, co wigcej, maja stabo zréznicowany fenotyp neuralny (nizsza ekspresja
Nestyny, mniejsza liczba komoérek TUJ1-pozytywnych, z krotszymi i mniej licznymi
wypustkami). Natomiast podczas réznicowania NSC do NPC 5% stezenie tlenu
sprzyjato réznicowaniu — pojawito si¢ wiecej komorek MAP2 1 GFAP pozytywnych,
réwniez na poziomie mRNA wykazano wyzsza ekspresj¢ tych genéw (Binh 1 wsp.
2014). Badania te wykazaly, ze odpowiedz komoérek na obnizone stgzenie tlenu
w hodowli jest zalezna od etapu ich rozwoju, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi

W niniejszej pracy.

W naszych badaniach nie zaobserwowaliSmy istotnych statystycznie rdznic

w poziomie ekspresji genéw HIFla i HIF2o w komorkach hodowanych w réznych
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stezeniach tlenu, ale co ciekawe, istnieja pewne réznice w ich ekspresji wynikajace ze
stadium rozwojowego. Komorki niezréznicowane charakteryzuje wyzsza ekspresja
HIF1la niz progenitory neuralne, przy czym rdznica ta jest bardziej wyrazna w 21% O,
Natomiast progenitory neuralne wykazuja nieznacznie wyzszg ekspresje HIF 2a.

W badaniach grupy Rona McKay’a (Studer i wsp. 2000), pomimo wyraznego
wplywu stgzenia tlenu na proces réznicowania, nie zaobserwowano roznic w poziomie
ekspresji genu Hifla w komorkach tMPC hodowanych w 2-3% i 20% stezeniu tlenu
(Studer iwsp. 2000), co jest zgodne z uzyskanymi w niniejszej pracy wynikami.
Natomiast z badan przeprowadzonych przez Binh’a wynika, ze mNSC hodowane
w5i20% O, wykazuja wyrazne roznice w ekspresji genu Hifla. Stwierdzono, ze
komorki hodowane w nizszym stezeniu tlenu maja zdecydowanie wigcksza ekspresje
czynnika indukowanego hipoksja, co jest najlepiej widoczne w 8 dniu hodowli (Binh
I wsp. 2014). Nalezy jednak zwoéci¢ uwage, ze powyzsze badania byly prowadzone na
komorkach macierzystych gryzoni, co moze ttumaczy¢ réznice w stosunku do wynikow
otrzymanych na ludzkich komoérkach NSC.

Z dostegpnej literatury wynika, Zze obnizenie stezenia tlenu w hodowli hESC
powoduje przejsciowe (trwajace okoto 48 godzin) zwickszenie ekspresji HIF1la. Po tym
czasie nie obserwowano roznic w ekspresji tego czynnika w hodowli w 5 1 21% O
(Forristal i wsp. 2010). Obserwacja ta koreluje z wynikami uzyskanymi w niniejszej
pracy — brak roznic w ekspresji HIF1a byt prawdopodobnie spowodowany faktem, iz
doswiadczenia trwaly diluzej niz 48 godzin, a komorki byly przed eksperymentami
prekondycjonowane przez 14 dni.

Przeprowadzone przez autork¢ rozprawy badania pozwolily stwierdzi¢, ze
dodatek inhibitora hydroksylazy prolinowej - DMOG powoduje znaczne zwigkszenie
ekspresji czynnikow indukowanych hipoksja (HIFla | HIF2a) w komoérkach HUCB-
NSC oraz, ze 5% O; dodatkowo zwigksza ten efekt, ale tylko w przypadku
progenitorow neuralnych. Interesujagcym jest, ze komorki niezréznicowane, hodowane
w pozywce bez surowicy (SF) nie wykazywaty zmian w ekspresji HIFla i HIF2a
wywotlanych réznym stezeniem O, w hodowli, a dodatek DMOG powodowat
nieznaczny spadek ekspresji tych genow (odwrotna tendencja niz w progenitorach
neuralnych). Pozwala to stwierdzi¢, ze komorki bedace na rdéznych etapach rozwoju
odmiennie reaguja na akumulacje czynnika HIF1a.

Bardzo ciekawe badania wykonane przez Petruzzelli’ego i wspoltpracownikow

wykazaty, ze HIF2a reguluje ekspresj¢ genu NANOG w ludzkich ESC poprzez wigzanie
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si¢ z elementem cis-regulatorowym oct-sox. Wykazali oni, ze w promotorach genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne OCT4, SOX2 i NANOG znajduja si¢ miejsca HRE,
do ktorych w warunkach 5% O, wiagza si¢ czynniki HIF, posrednio powodujac szereg
zmian epigenetycznych i dzieki temu wplywajgc na regulacje transkrypcji tych genow
(Petruzzelli i wsp. 2014). Uzyskane w tej pracy wyniki dla progenitoréw neuralnych
hodowanych w 5% O, z dodatkiem DMOG sa zgodne z powyzszym odkryciem —
zaobserwowano W nich zdecydowanie podwyzszong ekspresje HIF2a i genu NANOG.

Zhao i jego wspotpracownicy uwazajg, ze HIFla jest kluczowym regulatorem,
niezb¢dnym do réznicowania mESC w kierunku neuralnym. Odkryli, ze indukowana
hipoksja ekspresja Hifla jest skorelowana ze zwigkszeniem ekspresji Sox1 — genu
typowego dla progenitoréw neuralnych i ze to wlasnie czynnik transkrypcyjny HIFla
moze bezposrednio aktywowac ekspresje Sox1. Ponadto stwierdzili, Zze zmniejszenie
ilosci HIF1la skutkuje wigksza aktywno$cia BMP4, ktéry uwazany jest za inhibitor
réznicowania neuralnego. Uzyskane przez nich wyniki moga $wiadczy¢ o tym, ze
HIFla jest niezb¢dny do réznicowania mESC ze stadium rozwoju odpowiadajacego
epiblastowi do neuroektodermy (Zhao i wsp. 2014).

Czynniki HIF mogg promowa¢ lub hamowa¢ roéznicowanie roéznych typow
komorek, m.in. przez ich oddzialtywanie ze szlakiem sygnalowym Notch. Odkryto, ze
HIF1a moze bezposrednio oddziatywac¢ na receptor i pobudzaé szlak sygnatowy Notch
na drodze niekanonicznej (Mukherjee i wsp. 2011). Wykazano rowniez, ze dzigki
stabilizacji wewnatrzkomérkowej domeny receptora Notch - NICD (ang. Notch
Intracellular Domain, NICD), HIFla wplywa na podtrzymanie niezrdéznicowanego
stanu NSC (Gustafsson i wsp. 2005). Fakt, ze hipoksja moze bezposrednio pobudzac
aktywnos$¢ Notch jest niezwykle istotny, gdyz jest on zaangazowany w rozwoj mozgu,
reguluje przezycie, proliferacje i réznicowanie NSC, a takze wptywa na plastycznos¢
synaptyczng (Liu i wsp. 2010). Dlatego tez uwazam, ze W przeprowadzonych
doswiadczeniach zwigkszona ekspresja czynnika HIFla mogla wptywaé na

r6éznicowanie neuronalne HUCB-NSC.

6.1.1. Wplyw stezenia tlenu w hodowli na proliferacje

Ocena wptywu stezenia tlenu na proliferacje HUCB-NSC pozwolita stwierdzi¢, ze
5% O, zwigksza populacj¢ komodrek zdolnych do proliferacji (o okoto 10%) oraz, ze

w przypadku progenitorow neuralnych (pozywka LS) jest to zmiana istotna
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statystycznie, natomiast w komoérkach ukierunkowanych neuronalnie (pozywka LS +
dBCcAMP) jest to wyrazna tendencja.

Badania nad wptywem ste¢zenia tlenu na procesy komorkowe ESC wykazaty, ze
obnizenie jego stezenia ponizej 1% powoduje znaczny spadek proliferacji przy
zachowaniu pluripotencji (Ezashi i wsp. 2005). Z drugiej strony badania
z wykorzystaniem szczurzych NPC hodowanych w 20%, 10% i 3% st¢zeniu tlenu
wykazaty, ze najwyzszy indeks proliferacyjny wykazuja komorki hodowane w 10% O3
(Zhao 1 wsp. 2008). Co ciekawe, w badaniach przeprowadzonych przez Binh’a
I wspotpracownikéw komorki NSC réznicowane do NPC w warunkach 5% O;
wykazywaty nizszy potencjat proliferacyjny, niz analogiczne komorki hodowane
w 21% O, (Binh i wsp. 2014). Natomiast z badan przeprowadzonych na szczurzych
komorkach progenitorowych $rédmdzgowia, ktére podobnie jak w niniejszej pracy byty
réznicowane w kierunku neuronalnym wynika, ze obnizenie st¢zenia tlenu (2-3%)
sprzyjato proliferacji, co bylo wyraznie widoczne w populacji na wczesnym etapie
réznicowania (wczesne progenitory wykazujace ekspresje NESTYNY) i zachowane,
aczkolwiek w mniejszym stopniu, w komorkach zréznicowanych (Studer i wsp. 2000).
Wyniki uzyskane w niniejszej pracy korespondujg z tymi uzyskanymi przez zespot
Studer’a.

Przytoczone wyzej badania jednoznacznie wskazuja, ze obnizenie st¢zenia tlenu
w hodowli zwigksza zdolno$¢ komodrek macierzystych do proliferacji. Jednakze jego
zbyt niski poziom hamuje podziaty komérkowe. Mozna by przypuszczaé, ze utrzymanie
w hodowli stezenia tlenu zblizonego do tego, jaki wystepuje w niszy (w przypadku
komorek neuralnych nawet ponizej 1%), bedzie prowadzito do utrzymania puli
komorek niezrdéznicowanych, wolno proliferujacych, ktére beda w stanie u$pienia.
Nieznaczne podniesienie stezenia tlenu, do wartosci ~ 5% spowoduje, ze komorki te,
cho¢ nadal niezroznicowane, charakteryzowac si¢ beda szybszymi podziatami. Mozna
by to poréwnac¢ z komorkami, ktore w niszy NSC po podziale asymetrycznym 1 wyjsciu
z fazy u$pienia, rozpoczynajg proces namnazania i powolnego réznicowania (wczesne
progenitory). Natomiast komorki o charakterze poznych progenitoréw, ktore opuszczaja
nisz¢ i migruja do réznych obszarow moézgu sa wystawione na dziatanie wyzszych
stezen tlenu (>5%), dlatego tez ich potencjat do proliferacji nie wzrasta tak wyraznie
w 5% O,. Zdaniem autorki zdolno$¢ komorek HUCB-NSC do proliferacji
W obnizonych warunkach stgzenia tlenu (5%) zalezy od stadium rozwojowego,
w ktorym si¢ znajduja.
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Dodatkowe informacje pozwalajace wnioskowaé o mechanizmach molekularnych
zaangazowanych w regulacje proliferacji NSC w roznych warunkach stezenia tlenu
wynikajg z prac Huang’a i wspotpracownikow (2013), ktorzy badali w NSC biatko
NECDIN, obecne w postmitotycznych neuronach 1 posiadajagce wlasciwosci
antymitotyczne i antyapoptotyczne. W swoich badaniach wykazali, ze hipoksja, poprzez
czynniki HIF, indukuje degradacj¢ biatkka NECDIN, co z kolei powodowato
zwiekszenie ilosci proliferujgcych komorek. Dalsze badania pozwolity stwierdzi¢, ze
w izolowanych z myszy NSC obecna byta nadekspresja czynnika Hif2a, ktory poprzez
swoja domen¢ PAS wchodzit w interakcje z biatkiem NECDIN, co skutkowato jego
ubikwitynacja i degradacjg w proteasomach (podobnie jak ma to miejsce w przypadku
czynnikow HIF w warunkach atmosferycznego stezenia tlenu) (Huang i wsp. 2013).
Wyniki te wskazuja, jaki jest jeden z mechanizmow wptywu obnizonego st¢zenia tlenu
na proliferacj¢ NSC.

Odnoszac uzyskane w niniejszej pracy wyniki do wyzej przytoczonych teorii
0 mechanizmach regulacji proliferacji komoérek neuralnych bedacych na réznych
etapach zrdznicowania mozna przypuszczac, ze zwigkszenie proliferacji w komodrkach
hodowanych w pozywce z niskim stezeniem surowicy (LS) i1 5% O,, zwigzane bylo
z ekspresja genu NANOG. Wydaje sie jednak, ze w komoérkach rdéznicowanych
w kierunku neuronalnym (LS + dBcAMP) zwigkszenie liczby komorek proliferujacych
przez 5% O; moglo by¢ zwigzane zodblokowaniem mechanizmu zwigzanego

Z biatkiem NECDIN.

6.2. Wplyw zwigzkéw niskoczasteczkowych na réznicowanie i proliferacje
HUCB-NSC

Istnieje wiele badan potwierdzajacych, ze za pomocg zwigzkow chemicznych
mozemy regulowa¢ zdolno$¢ do samoodnowy, proliferacje, rdéznicowanie lub
odroznicowywanie  komorek, a takze ich transdyferencjacj¢.  Zwiazki
niskoczgsteczkowe s3  wiec  wszechstronnymi narzedziami umozliwiajacymi
stosunkowo tatwa 1 wygodng metode zmiany/ukierunkowania losu komorek (Ebrahimi
2016). Sa rowniez stosowane jako czynniki wspomagajace przy otrzymywaniu

indukowanych komorek macierzystych (Biswas i Jiang 2016).
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W niniejszej pracy testowano cztery zwigzki wplywajace na szlaki przekazywania
sygnatu (SB 431542, PD 0325901) lub enzymy odpowiedzialne za modyfikacje
epigenetyczne (RG 108, TSA).

SB 431542 jest wydajnym i specyficznym inhibitorem receptorow ALK4, 51 7,
ktéry nie wptywa na zahamowanie $ciezki sygnatowej BMP (dziatajacej przez ALK1-3
1 6) (Inman i wsp. 2002). ALK4, 51 7 to receptory dla TGFp, ktore wykazuja aktywnos$¢
kinazy serynowo-treoninowej i po aktywacji ligandem fosforylujg biatka SMAD, ktore
po dotarciu do jadra komorkowego indukujg ekspresje wiclu genéw odpowiedzialnych
m.in. za wzrost, réznicowanie, procesy chemotaksji i migracje komorek, a takze
formowanie i degradacj¢ sktadnikow ECM oraz apoptoze (Stepien-Wyrobiec i wsp.
2008).

Dwa sposrdod stosowanych zwigzkéw PD 0325901 1 SB 431542, wraz z kilkoma
innymi zwigzkami niskoczasteczkowymi byly z powodzeniem stosowane do
reprogramowania mysich fibroblastow do iPSC (Park i wsp. 2015). Ponadto wykazano,
ze SB 431542 w innej kombinacji (z inhibitorem GSK3f) moze powodowac¢ konwersje
ludzkich fibroblastow do funkcjonalnych komoérek przypominajacych neurony
(Ladewig i wsp. 2012). W prezentowanej pracy nie wykazano wptywu SB 431542 na
ekspresje genow typowych dla stanu pluripotencjalnosci, co nie jest zgodne z wynikami
uzyskanymi przez Park’a.

Stwierdzono zwigkszenie potencjalu do proliferacji komoérek hodowanych
w 21% O, z dodatkiem SB 431542, ale - co ciekawe - efekt ten nie byt obserwowany
w warunkach obnizonego stezenia tlenu. Z dostepnej literatury wynika, ze SB 431542
moze by¢ potencjalnym lekiem zmniejszajacym proliferacj¢ 1 migracje ludzkich
komorek glejaka (Hjelmeland i wsp. 2004). Wewnatrz guza dostgpnos¢ tlenu jest nizsza
1 by¢ moze jest to czynnik niezbedny do uzyskania przeciwnowotworowego dziatania
SB 431542. Tendencja do zmniejszonej proliferacji HUCB-NSC hodowanych w 5% O,
z SB 431542 jest wiec zgodna z ograniczeniem proliferacji komorek glejaka pod
wplywem tego zwigzku.

Rownocze$nie ze zwigkszonym potencjatem do proliferacji komorkach
hodowanych w warunkach 21% O, z dodatkiem SB 431542 zaobserwowano
podwyzszenie ekspresji S-TUBULINY Il Sugeruje to, ze SB 431542 sprzyja
poczatkowej fazie roznicowania NSC w kierunku neuronalnym, ale tylko w warunkach

tlenu atmosferycznego. W stosunku do hodowli kontrolnej stwierdzono nieznaczny
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spadek ilosci mMRNA dla MAP2 i niewielki wzrost ekspresji S/00f. Dodatek SB 431542,
jako jedyny spowodowatl pojawienie si¢ frakcji komorek NG2-pozytywnych zaréwno
w 5%, jak i 21% O,, z tym ze w obnizonym st¢zeniu tlenu komoérek tych byto wiecej,
co $wiadczy o stymulacji réznicowania glejowego przez SB 431542.

Rowniez tylko w przypadku SB 431542 wykazano zalezny od tlenu wptyw na
ekspresje HIF1a, ktorego ekspresja w stosunku do komorek kontrolnych byta mniejsza
w warunkach tlenu atmosferycznego i wigksza w 5% O,. Na tej podstawie mozemy
przypuszczaé, ze SB 431542 w sposob zalezny od HIF1la wptywa na poczatkowy etap
réznicowania HUCB-NSC. W warunkach 21% O,, przy matej ilosci HIF1a promujac
utrzymanie populacji proliferujgcych komorek ukierunkowanych neuronalnie, natomiast
przy wyzszym stezeniu HIFla zwigkszajac populacje progenitorow ukierunkowanych
oligodenrocytarnie. Ponadto stwierdzono, ze SB 431542 znacznie zmniejszyt ekspresje
DNMT3A i DNMT3B w obu wariantach tlenowych i zwigkszyt ekspresje HDAC2.

W swoich badaniach Wu (2012) wykazat, ze NSC pozbawione DNMT3A
(Dnmt3a—/— NSC) charakteryzuja si¢ globalng hipometylacja DNA i zwigkszong
proliferacja, przy rownocze$nie zaburzonym réznicowaniu. Komodrki pozbawione
DNMT3A bedace we wcezesnych pasazach (p3) miaty tendencje do przedwczesnego
roznicowania w kierunku glejowym, co skutkowato zwigkszong frakcja
oligodendrocytow i astrocytow w hodowli, przy rownoczesnym braku zaburzen
W réznicowaniu neuronalnym (Wu i wsp. 2012). Sposrdéd badanych przez autorke
rozprawy zwigzkow to wilasnie SB 431542 najbardziej obnizal ekspresjc DNMT3A,
rownoczes$nie jest to zwigzek, ktory zaindukowal pojawienie si¢ komorek NG2-

pozytywnych, co jest zgodne z przytoczonymi wyzej wynikami.

PD 0325901 jest zwiazkiem, ktory selektywnie 1 wydajnie blokuje aktywnos¢
MEKI, co z kolei powoduje zahamowanie fosforylacji kinazy ERK. Szlak sygnatowy
MAPK/ERK reguluje wiele procesow komorkowych, w tym transkrypcje gendw,
proliferacje, roznicowanie, apoptoze¢ czy migracj¢ (Chang i Karin 2001). Wykazano, ze
zaburzenia w jego funkcjonowaniu sg obecne w wielu typach nowotworéw. Dlatego tez
obecnie wiele z jego inhibitorow jest testowanych, jako potencjalne zwigzki
przeciwnowotworowe. Jednym z takich zwigzkow jest badany w tej pracy PD 0325901.
Wykazano, ze ma on zdolno$¢ hamowania proliferacji komodrek nowotworowych.
Obecnie jest testowany na pacjentach z rozsianymi guzami litymi w trakcie drugiej fazy
badan klinicznych (https://clinicaltrials.gov/show/NCT02022982).
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W toku prowadzonych badan wykazano, ze w hodowli HUCB-NSC z dodatkiem
PD 0325901 dochodzi do zwigkszenia ekspresji genu NANOG, ale tylko w komorkach
hodowanych w 5% stezeniu tlenu. Nie zaobserwowano natomiast zmian w ekspresji
innych genéw typowych dla stanu pluripotencji (OCTA, SOX2, REX1).

Podobne wyniki uzyskat Li (2016), ktory wykazat ze mESC hodowane przez
5dni wobecnosci PD 0325901 i witaminy C charakteryzowaly si¢ znaczna
hipometylacjg, poréwnywalng do tej, ktora jest obserwowana w pierwotnych
komorkach piciowych. Ponadto stwierdzono zwigkszong ekspresje Nanog i Klf4, brak
wplywu na ekspresj¢ Oct4 i S0x2 i obnizenie ilosci mRNA dla Rex1 (Li i wsp. 2016).

W niniejszej pracy zobserowowano mniejsze zréznicowanie morfologiczne
komorek HUCB-NSC hodowanych z dodatkiem PD 0325901, w szczegdlnosci w 5%
O,. Réwnoczesnie wykazano zalezny od stezenia tlenu wptyw PD 0325901 na ekspresje
genéw zwigzanych z rdéznicowaniem neuralnym. Poréwnanie ekspresji gendw na
poziomie mRNA pozwolilo stwierdzi¢ istotne zwigkszenie ilosci mRNA dla g-
TUBULINY 1l w komorkach hodowanych w 21% O, efekt ten nie byt obserwowany
natomiast w warunkach 5% O,, gdzie z kolei stwierdzono nieznaczne zwigkszenie
ekspresji genu kodujacego PDGFRoa. Oba te geny kodujg biatka bgdace markerami
typowymi dla komoérek na wczesnym stadium rdéznicowania. Jesli natomiast
porownamy ekspresj¢ markeréw bardziej zaawansowanego roznicowania, Czy t0 na
poziomie MRNA (MAP2, S100p), czy tez biatka (NF200, MAP2, NG2, GalC), nie
obserwujemy wigkszych roéznic w stosunku do komorek kontrolnych. Ponadto, dodanie
PD 0325901 nie zmieniato potencjatu do proliferacji HUCB-NSC. Ostatecznie, trudno
jest stwierdzi¢, czy zwigzek ten bardziej sprzyja macierzystosci HUCB-NSC, czy wrecz
przeciwnie promuje ich réznicowanie.

Z danych literaturowych wynika, Zze pulsacyjna aktywacja szlaku sygnatowego
MAPK/ERK powoduje wyjscie komorek ze stanu us$pienia i przej$cie do fazy S cyklu
komoérkowego. Wykazano, ze jego zahamowanie, za pomocg PD 0325901, zmniejsza
amplitud¢ tej pulsacji wplywajac znaczne na zmniejszenie liczby dzielagcych sie
komorek (Albeck i1 wsp. 2013). Z drugiej strony zastosowanie tego zwigzku
W polaczeniu z innymi zwigzkami niskoczasteczkowymi (Y276321 CHIR99021)
powoduje zwigkszenie proliferacji hESC 1 utrzymanie stanu pluripotenc;ji (Tsutsui 1 wsp.
2011). W przypadku HUCB-NSC nie zaobserwowano istotnego wptywu PD 0325901

na proliferacje, w zadnym zbadanych warunkéw tlenowych.
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W prezentowanej pracy nie stwierdzono réwniez wptywu PD 0325901 na
ekspresje HIFla, jednakze wykazano znaczne zwigkszenie ilo§ci mRNA dla HIF2a
w obu badanych warunkach tlenowych, co bylo zbiezne z istotnym obnizeniem
ekspresji metylotransferaz DNA (DNMT3A i DNMT3B).

Ostatnie badania wykazaly, ze poza hamowaniem aktywnosci MEKI,
PD 0325901 moze rowniez posrednio hamowaé aktywnos¢ DNMT3B i DNMT3L,
prowadzgc tym samym do zmniejszenia poziomu globalnej metylacji DNA (Li i wsp.
2016). W naszych badaniach wykazalismy, ze to wiasnic PD 0325901 powoduje
najwigksze obnizenie ekspresji DNMT3B w HUCB-NSC w obu wariantach tlenowych.
Co ciekawe, koreluje to z istotnym podwyzszeniem ekspresji HIF2a, prawdopodobnie
istnieje wigc odwrotna zalezno$¢ pomigdzy ekspresja tych gendw, ale nie jest to

zwigzane z warunkami tlenowymi w hodowli.

Kolejnym z badanych w niniejszej pracy zwiazkéw byt RG 108 - inhibitor
metylotransferaz DNA - DNMT3A i DNMT3B, ktore powoduja metylacjc DNA de
novo, to znaczy tworza nowy wzor metylacji, a nie tylko przepisuja juz istniejacy
zdrugiej nici DNA. Tworzenie nowych wzordw metylacji zachodzi podczas
embriogenezy 1 roznicowania si¢ komorek, kiedy to jedne geny sa wilaczane, a inne
wylaczane. DNMT3A 1 DNMT3B s3 syntetyzowane na wysokim poziomie
w komorkach niezréznicowanych (bardzo wysoka ekspresja w ESC), a w miarg
postepujacej specjalizacji komorek ich poziom spada (Turek-Plewa 1 Jagodzinski 2005).

Na podstawie uzyskanych wynikow, mozna stwierdzi¢, ze stezenie tlenu
w hodowli ma istotny wptyw na odpowiedz HUCB-NSC na dodatek RG 108.
Zaobserwowano, ze hodowla HUCB-NSC w 21% O, w obecno$ci RG 108 nie
zmieniala istotnie ekspresji genow zwigzanych ze stanem pluripotencjalnosci (NANOG,
OCTA, SOX2, REX1), jednakze komorki hodowane w 5% O, charakteryzowaly sie¢
wyraznie podwyzszong ekspresjg genow OCTA i NANOG. Rowniez na poziomie biatka,
w hodowli w 5% st¢zeniu tlenu, zaobserwowano pojawienie si¢ ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych OCT4 i SOX2. Wyniki te sa zgodne z badaniami przeprowadzonymi
wczesniej w naszym zespole, w ktorych RG 108 wraz z TSA byl z powodzeniem
stosowany do reprogramowania HUCB-NSC in vitro (Szabtowska-Gadomska i wsp.
2012).
Z drugiej strony odmienne wyniki i bardzo nietypowe podejscie do badan nad

reprogramowaniem przedstawili w swojej pracy Asadi i wspotpracownicy (2015).
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W swoich badaniach postanowili przetestowaé wplyw réznych zwigzkow
niskoczasteczkowych, w tym RG 108 na reprogramowanie komorek in vivo. Przez 7 lub
14 dni podawali myszom do prawej komory mozgu testowane substancje, a nastepnie
oceniali zmiany w ekspresji genow zwigzanych ze stanem pluripotencjalnosci
I markerow NSC. Z ich badan wynika, ze RG 108 nie zmienia ekspresji badanych
genow (Asadi 1 wsp. 2015).

Analiza ekspresji genow rdznicowania neuralnego pozwolita stwierdzié, ze
dodatek RG 108 nie zmienial istotnie poziomu ekspresji gendéw zwigzanych
Z r6znicowaniem neuronalnym (S-TUBULINA 11, MAP2), cho¢ w przypadku komorek
hodowanych w 5% O, obserwowany jest nieznaczny spadek poziomu tych genow.

Podczas neurogenezy metylotransferaza DNA - DNMT3A jest obecna w NPC
w SVZ i w dojrzatych neuronach a takze w oligodendrocytach w OUN. Wiadomo, ze
istotnie wplywa na proliferacje¢, dojrzewanie i r6znicowanie NSC (Feng i wsp. 2005).
Moze to thtumaczy¢ uzyskane przez nas wyniki. Zablokowanie aktywnosci DNMT3A,
a takze obserwowane zmniejszenie ekspresji genu kodujacego to biatko, mogto wplynaé
na zahamowanie rdéznicowania neuronalnego. Co ciekawe, rdéwnoczesnie
zaobserwowano, ze w tych samych warunkach obnizone stg¢zenie tlenu i RG 108
promuje zaindukowanie réznicowania w kierunku oligodendrocytow (zwickszenie
ekspresji PDGFRa na poziomie mRNA), ale tylko na wczesnym etapie - analiza PCR
nie wykazata ekspresji genu OLIG2, a na poziomie bialka nie obserwowalismy
ekspresji NG2 ani GalC.

Dodatek RG 108 w 21% O, powodowatl zwigkszenie potencjatu proliferacyjnego
HUCB-NSC, podczas gdy w 5% O; potencjat ten wyraznie si¢ zmniejszal. Jest to
tendencja przeciwna do tej obserwowanej w komorkach kontrolnych, nietraktowanych
zadnym z badanych zwigzkow.

Osrodkowy uktad nerwowy posiada pewien potencjal do naprawy uszkodzen
zwigzanych ze zmianami demielinizacyjnymi. Obecnie uwaza si¢, ze jest to zwigzane
Z procesem rekrutacji i rdznicowania komorek prekursorowych oligodendrocytow (ang.
Oligodendrocyte Precursor Cells, OPCs), wykazujacych ekspresje m.in. OLIG2 (ang.
oligodendrocyte transcription factor), NG2 (ang. neural/glial antigen 2), PDGFRa (ang.
platelet-derived growth factor receptor a) (Rivers i wsp. 2008). Zeby mogto dojéé¢ do
remielinizacji, OPC musza zosta¢ aktywowane i przetransportowane do miejsca
uszkodzenia. Tam ulegaja roznicowaniu do zmielinizowanych oligodendrocytow

I mogg naprawia¢ pozbawione ostonki aksony (Franklin i wsp. 2002, Akkermann i wsp.
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2016). Korzystnym wigc byloby uzyskanie populacji wykazujacej cechy OPC.
W prezentowanej pracy, pomimo zmniejszenia tendencji komoérek do réznicowania
w kierunku neuronalnym i zwigkszenia ekspresji genow PDGFRa i S100f na poziomie
MRNA, na poziomie biatka nie zaobserwowano ekspresji markerow rdznicowania
glejowego (NG2, GalC, GFAP), co moze by¢ zwigzane ze stosunkowo krotkim czasem
hodowli (5 dni) z dodatkiem RG 108.

Analizujgc wyniki badan niniejszej rozprawy widzimy, ze obecnos¢ RG 108 nie
zmieniata ekspresji genéow HIFla i HIF2a, co wskazuje, ze wplyw tego zwigzku na
réznicowanie i1 proliferacje komoérek HUCB-NSC byt zalezny od stezenia tlenu, ale
mechanizm jego dziatania nie byt zwigzany z czynnikami indukowanymi hipoksja.
Natomiast analiza ekspresji genow kodujacych enzymy zwigzane z modyfikacjami
epigenetycznymi pozwolila stwierdzi¢, ze zahamowanie dzialania metylotransferaz
DNA (DNMT3A i DNMT3B) przez RG 108 powoduje istotne podwyzszenie ekspresji
HDAC2 w obu wariantach tlenowych i rdwnoczesnie zmniejsza ekspresje genow dla
DNMT3A i DNMT3B na poziomie mRNA.

RG 108 byl stosowany rowniez w badaniach na ludzkich mezenchymalnych
komorkach macierzystych pochodzacych ze szpiku kostnego (ang. Bone Marrow-
derived Mesenchymal Stem Cells, BM-MSC), w ktérych oceniano jego wpltyw na
proces starzenia si¢. Wykazano, ze zahamowanie aktywno$sci DNMT3A i DNMT3B
wigzalo si¢ ze zmniejszong ekspresja genoéw charakterystycznych dla starzenia si¢
komorek, a takze poprawiatlo zdolnos¢ komorek do migracji, zwigkszalo ich
przezywalno$¢ 1 odporno$¢ na stres oksydacyjny (Oh 1 wsp. 2015). Przytoczone wyzej
dane literaturowe, jak 1 wyniki uzyskane przez autorke sugeruja, ze RG 108 moze by¢
uzyteczny w otrzymaniu komorek o lepszych wlasciwosciach do zastosowania w terapii

komorkowe;j.

Ostatnim z testowanych zwigzkow byta trichostatyna A (TSA) — inhibitor
deacetylaz histonowych z klasy | i Il. HDAC sg zaangazowane bezposrednio
I posrednio w wiele procesow komoérkowych, w tym proliferacj¢, roznicowanie czy
programowang S$mier¢ komorki. Wykazano réwniez, ze pelnig one istotng role
w rozwoju wielu tkanek 1 narzadow, a ich brak powoduje wiele defektow rozwojowych
czesto skutkujacych $miercig rozwijajacego si¢ zarodka. Deacetylazy histonowe sg
zaangazowane w formowanie si¢ uktadu nerwowego, poprzez regulacje ekspresji

okreslonych genow, ktore sg wiaczane lub wylgczane na poszczegdlnych etapach
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rozwoju. Wykazano, ze podczas rozwoju OUN istnieje okreslony wzor ekspresji
poszczegolnych HDAC, sposréd ktérych najistotniejsze wydaja si¢ by¢ HDACI
i HDAC2 (Jaworska i wsp. 2015).

W naszych badaniach wykazaliSmy, ze dodatek TSA i rézne warunki tlenowe
wplywaja na losy rozwojowe komdorek HUCB-NSC. Udowodnilismy, ze w hodowli
Z 5% stezeniem tlenu ekspresja gendéw zwigzanych z pluripotencja jest istotnie, bo
okoto 8-krotnie zwigkszona (OCTA, NANOG). Rowniez ocena ekspresji tych genow na
poziomie bialka pozwolita stwierdzi¢ pojawienie si¢ czynnikéw transkrypcyjnych
OCT4 i SOX2 w obu badanych wariantach tlenowych.

W toku prowadzonych badan nie znaleziono dowodow na to, ze dodatek TSA
powoduje zwickszenie ekspresji f-TUBULINY 111 na poziomie mRNA. Zaobserwowano
rowniez, ze komorki hodowane w warunkach 21% O, na poziomie mRNA nie
wykazuja ekspresji NF200 (innego markera réznicowania neuronalnego). Jednak, co
ciekawe, w warunkach 5% O, zaobserwowano znaczny wzrost ekspresji MAP2.
Ponadto analizujac zdjecia uzyskane za pomoca mikroskopii konfokalnej
zaobserwowano, ze znaczna cz¢$8¢ populacji badanych komorek wykazuje
zroznicowany fenotyp — sa wigksze, majg wyrazne dlugie wypustki, jak réwniez na
poziomie biatka charakteryzuja si¢ ekspresja B-TUBULINY I1ll, NF200 i MAP2.
Dodatkowo oceniajac ilosci komodrek zdolnych do proliferacji stwierdzono, ze
w hodowli w 5% O, z dodatkiem TSA znacznie zmniejszyta si¢ liczba dzielacych si¢
komorek. Moze to sugerowac, ze cz¢s¢ komorek ulegla terminalnemu zréznicowaniu do
neuronow tracgC zdolno$¢ do podziatow. Zaobserwowano, ze zwigkszenie ekspresji
genow zwigzanych z réznicowaniem w Kierunku glejowym (PDGFRa i S100f) byto
obecne tylko na poziomie mRNA i tylko w HUCB-NSC hodowanych w 5% stezeniu
tlenu. Nie stwierdzono natomiast obecnosci komoérek GFAP, NG2 ani GalC
pozytywnych w preparatach analizowanych metodg immunocytochemiczng.

Z danych literaturowych wynika, ze HDACI1 jest czynnikiem promujacym
ekspresje genéw odpowiedzialnych za réznicowanie neuralne (Cunliffe i Casaccia-
Bonefil 2006). Podczas rozwoju HDACI jest obecny gléwnie w proliferujacych
komorkach progenitorowych o potencjale do réznicowania si¢ zarowno W neurony, jak
I komorki glejowe. W przypadku réznicowania w kierunku neuronalnym ilos¢ HDAC1
zmniejsza si¢ na korzys¢ HDAC2. Natomiast w przypadku réznicowania w kierunku
glejowym HDACI przewaza nad HDAC2. (MacDonald i Roskams 2008). Sugeruje sig,

ze aktywno$¢ HDAC2 jest niezbedna do zablokowania rdznicowania w Kierunku
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astrocytarnym, prawdopodobnie poprzez zablokowanie ekspresji gendw zwigzanych
Z tym roéznicowaniem. Natomiast HDAC1 prawdopodobnie hamuje transkrypcje genow
niezbe¢dnych do roznicowania neuronalnego (Humphrey i wsp. 2008).

Poza roznicowaniem HDACI i HDAC2 odgrywaja istotng rol¢ w regulacji
proliferacji NSC i NPC. Z do$wiadczen przeprowadzonych na szczurzych zarodkowych
progenitorach neuralnych wynika, ze zablokowanie HDAC za pomoca TSA skutkuje
znacznym zahamowaniem proliferacji, zwigkszonym réznicowaniem neuronalnym
| zmniejszonym réznicowaniem w kierunku astrocytow. Ponadto TSA nie wplywalo na
zywotnos¢ 1 migracje testowanych komoérek (Liu i wsp. 2012B). Obserwowany
w niniejszej pracy spadek proliferacji HUCB-NSC hodowanych w 5% O, z dodatkiem
TSA jest zbiezny z przytoczonymi danymi literaturowymi.

Zablokowanie aktywnoS$ci deacteylaz histondéw w szczurzych NPC za pomoca
innego  inhibitora HDAC —  suberoiloanilidu  kwasu  hydroksamowego
(ang. suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA), ktory swoja aktywnosciag bardzo
przypomina TSA, skutkowato wydajniejszym réznicowaniem w kierunku neuronalnym.
Zaobserwowano ponad dwukrotny wzrost ilosci komoérek wykazujacych ekspresje -
TUBULINY III, przy réwnoczesnym zmniejszeniu o potowe ilosci uzyskanych
oligodendrocytow. Rownoczesnie nie wykazano wplywu zahamowania aktywnoS$ci
HDAC na réznicowanie w kierunku astrocytarnym (Siebzehnrubl i wsp. 2007).

W uzyskanych przez nas wynikach obserwujemy bardzo istotny wzrost ekspresji
gendéw kodujacych obie deacetylazy (HDACL i HDAC2) w obu badanych wariantach
tlenowych. Wydaje si¢, ze zastosowanie TSA i 5% O; spowodowalo uzyskanie
stosunkowo heterogennej populacji progenitorow, ktorej czg$¢ wykazuje wigkszy
potencjat do réznicowania w Kierunku neuronalnym (podwyzszenie ekspresji MAP2),
a czes¢ w glejowym (podwyzszenie ekspresji PDGFRa 1 S100p). Jednak w komorkach
tych na poziomie biatka nie sg obserwowane markery glejowe (NG2, GalC, GFAP), co
sugeruje zahamowanie procesu dalszego roznicowania komorek w tym kierunku.
Wyniki uzyskane w tej pracy sa wiec zbiezne z wyzej przytoczonymi, uzyskanymi
przez Liu i wspotpracownikow (2012).

Wedlug autorki rozprawy jedng z bardziej interesujacych obserwacji jest fakt, ze
zahamowanie aktywnos$ci deacetylaz histonowych skutkowato ich zwigkszong ekspresja
na poziomie MRNA, przy czym efekt ten byt wigkszy w warunkach obnizonego
stezenia tlenu i w stosunku do HDAC2. Ekspresja HDAC2 byta ponad 8-krotnie wyzsza

w komorkach hodowanych z dodatkiem TSA w 5% O, i okoto 3-krotnie wyzsza w 21%
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O, w stosunku do komérek hodowanych w warunkach kontrolnych. Wyrazna r6znica
W poziomie ekspresji $wiadczy o tym, ze stezenie tlenu w hodowli reguluje ekspresje
badanych deacetylaz, w szczegdlnosci HDAC2, jednak jest to regulacja niezalezna od
stezenia czynnikow HIF.

Z dostepnej literatury wynika, ze zablokowanie dziatania HDAC prowadzi do
hiperacetylacji HIFla, co skutkuje zmniejszeniem jego stabilno$ci, rowniez
w warunkach obnizonego stezenia tlenu, co z kolei przyspiesza jego degradacje (Jeong
i wsp. 2002). W naszych badaniach dodatek TSA nie zmieniat ekspresji czynnikow
indukowanych hipoksja.

Wykazano réwniez, ze TSA ma dziatanie przeciwnowotworowe — hamuje
wzrost komorek i zapobiega formowaniu si¢ guzow (Finnin i wsp. 1999). Ekspresja
poszczegblnych deacetylaz jest zaburzona w réznych typach nowotwordw, co powoduje,
ze mozna specyficznie dobra¢ HDACi do okres$lonej choroby. Ponadto wykazano, ze
komorki nowotworowe s3 bardziej wrazliwe na dziatanie HDACI, tatwiej dochodzi
wnich do zahamowania cyklu komorkowego, roznicowania czy zaindukowania
apoptozy (Minucci i Pelicci 2006, Kim i Bae 2011). Tak wigc, w przypadku populacji
komorek, z ktorych niektére wykazywalyby cechy nowotworowe, dodatek TSA moglby
skutkowa¢ zmniejszeniem ich liczby. Dlatego tez zwigzek ten wydaje si¢ byc¢
atrakcyjnym narzedziem do modulacji losu komorkowego z punktu widzenia

zastosowania w terapii komorkowe;.

Zwiazki niskoczasteczkowe sa niewatpliwie przydatnym narzedziem do
sterowania kierunkiem rozwoju komorek, co udowodnity wyniki uzyskane w tej pracy,
a takze w wielu innych, w ktorych wykazano mozliwo$¢ uzyskania homogennych
populacji komoérek o potencjalnym zastosowaniu w terapii komorkowej. Sa one
idealnymi kandydatami do badania biologii komdrek, za ich pomocg mozna analizowac
kanoniczne i alternatywne drogi szlakow sygnatowych, interakcje mi¢dzy szlakami czy
tez modelowac ich zaburzenia w r6znych chorobach. Jednakze fakt, Ze obecnie na rynku
dostepne sa tysigce zwiazkow, a do modulacji wigkszosci szlakéw sygnatowych
mozemy zastosowac kilka lub czasem kilkanascie roznych substancji powoduje, ze
kazda z nich jest badana w ograniczony sposob. Ponadto, czesto doswiadczenia
wykonywane s3 na roznych modelach komoérkowych. Z reguty sa to komorki
nowotworowe, w ktorych normalne funkcjonowanie szlakow przekazywania sygnatu

czy tez wzOr zmian epigenetycznych sg zaburzone. Badany jest wpltyw zwigzkow
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niskoczasteczkowych na roznorodne procesy zachodzace w komodrce. Wiekszos¢ badan
dotyczy proliferacji i / lub apoptozy, sprawdzajac tym samym potencjat testowanych
substancji w terapii antynowotworowej. Ostatnio popularne stalo si¢ réwniez
stosowanie zwigzkoéw niskoczasteczkowych do reprogramowania komorek, niewiele
jest jednak badan testujacych ich wptyw na kierunek rozwoju komorek, a tym bardziej
na to jak stezenie tlenu w hodowli zmienia odpowiedz komoérek na stosowany zwigzek.
Wszystko to bardzo utrudnia poréwnywanie wynikoéw uzyskanych przez autorke z tymi

dostepnymi w literaturze, a co za tym idzie wyciagganie bardziej ztozonych wnioskow.

6.3. Wplyw hodowli tréjwymiarowej na réoznicowanie i proliferacje HUCB-NSC

W niniejszej pracy testowano 4 rodzaje rusztowan zbudowanych z trzech
materiatdw — kolagenu wzbogaconego siarczanem chondroityny (ang. chondroitin
sulphate, CS), bialek wystepujacych z keratyng i chitozanu o wlasciwosciach
elektroprzewodzacych.

Potencjalnie, wydaje si¢, ze zastosowanie specjalnie zaprojektowanych systemow
biologicznych (komorki macierzyste porastajace rusztowania) moze mie¢ szerokie
zastosowanie w leczeniu ostrych i przewlektych choréb i urazéw neurologicznych.
W literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien przedstawiajgcych wptyw réznych typow
rusztowan, zastosowanych biomaterialow, czy ich funkcjonalizacji na regeneracje
uktadu nerwowego. Jednakze badania te czgsto wykonane sg na modelach zwierzgcych
| po przeniesieniu do kliniki dajg odmienne wyniki.

Kryteria, jakie musi spetnia¢ rusztowanie, zalezg od rodzaju tkanki, do ktorej sg
adresowane. W terapiach uktadu nerwowego najczesciej probuje sie uzywaé substancji
bedacych sktadowymi ECM, w tym biatek (np.: kolagenu, lamininy czy fibronektyny),
peptydéw (np.: RGD, IKAV, YIGSR) czy polisacharydéw (np.: chitozanu, alginianu,
hialuronian) (Das i Zouani 2014, Elliott Donaghue i wsp. 2014). Uwaza si¢, ze idealne
rusztowania do regeneracji OUN powinny odzwierciedla¢ macierz zewnatrzkomorkowa
obecng w mézgu, czy rdzeniu kregowym.

W naszych badaniach wykazaliSmy, Ze spos$rod testowanych rusztowan kolagen
wzbogacony siarczanem chondroityny stanowi najlepsze mikrosrodowisko 3D do
hodowli HUCB-NSC w stadium progenitorow neuralnych. Ponizej omowione zostang

wyniki otrzymane na stosowanych w tej pracy rusztowaniach.
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Badano dwa rodzaje rusztowan wykonanych z biatek wspotwystepujacych
z keratyng - byty to rusztowania o charakterze wtokien, dtugosci okoto 1 cm i mniejsze,
majgce postaé prostokgtow. Rusztowania te byly wykonane w Zakladzie
Neuropeptydow IMDiIK PAN, metoda dwuetapowa, w ktorej pierwszym etapem jest
oczyszczanie wlosow z warstwy tluszczowej i aktywacja ich powierzchni, a nastgpnie
dwukrotne trawienie za pomocag pepsyny (Lipkowski i wsp. 2009). Rusztowania
uzyskane przez ten sam zespot zbudowane z bialek wspotwystepujacych z keratyng
pochodzacych z wltosow mysich byly z powodzeniem stosowane, jako naturalne
allogeniczne opatrunki w leczeniu ran. Opatrunki wykonane z bialek zwigzanych
z keratyna, ze wzgledu na swoja biokompatybilno$¢, utatwialy przyleganie i wzrost
komorek, ich migracje 1 roznicowanie w miejscu uszkodzenia, przyspieszaly leczenie
rany, a takze zapobiegaly wtornym infekcjom (Konop i wsp. 2017). Ponadto
rusztowania wykonane na bazie keratyny, pochodzacej z ludzkich wlosow byly juz
wczesniej badane w naszym zespole, jako podioze do hodowli HUCB-NSC.
W badaniach tych wykazano, ze tylko w hodowli tréjwymiarowej mozliwe byto
uzyskanie z HUCB-NSC populacji neuronéw (TUJ1 i MAP2-pozytywnych) zdolnych
do generowania spontanicznych potencjalow czynnosciowych (Jurga i wsp. 2009).

Na podstawie uzyskanych zdje¢ z mikroskopu konfokalnego mozemy stwierdzic,
ze HUCB-NSC lepiej przylegaty do dtuzszych rusztowan keratynowych, niz do matych
- zaobserwowano na nich rozptaszczone komoérki z wigksza ilosciag wypustek. W obu
przypadkach obecne sg komorki B-TUBULINA 111 i GFAP pozytywne, co odpowiada
wczesnemu stadium zrdéznicowania neuralnego, ale tylko na dtuzszych rusztowaniach
keratynowych zaobserwowano komorki wykazujace ekspresjc MAP2 - markera
bardziej zaawansowanych neuronéw. Jednoznacznie wskazuje to na fakt, ze geometria
powierzchni, na ktorej rosng komorki moze wptywac¢ na ich réznicowanie, co jest
zgodne z wynikami uzyskanymi wczesniej w naszym zespole. HUCB-NSC hodowane
na domenach pokrytych biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej o ksztatcie matych
kwadratow pozostawaly niezréznicowane, natomiast linie promowaly rdéznicowanie
neuronalne (Zychowicz i wsp. 2012). Trudno poréwnywac jednoznacznie wyniki
otrzymane na funkcjonalizowanych powierzchniach 2D (domeny funkcjonalne
0 roznym ksztalcie) z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy, gdzie komorki rosng
I roznicujg si¢ w ukltadzie trojwymiarowym i na znacznie wigkszej powierzchni,

niemniej obserwowana jest pewna zgodno$¢ uzyskanych wynikoéw - podobna tendencja
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do réznicowania neuronalnego i1 kierunkowego wzrostu wypustek aksonalnych na
powierzchniach wigkszych i o wydluzonym ksztalcie.

Keratyna, jako podtoze do hodowli komoérek, ma wiele zalet. Jest materiatem
biozgodnym, biodegradowalnym, tatwo sie¢ jg pozyskuje i formuje. Podobnie jak inne
naturalnie otrzymywane materialy, keratyna charakteryzuje si¢ obecnos$cia sekwencji
aminokwasowych podobnych do tych, ktore wystepuja w ECM, co umozliwia jej
oddziatywanie z komorkowymi integrynami, ulatwiajagc tym samym przyleganie
I migracje komorek. Rusztowania zbudowane z keratyny moga by¢ dodatkowo
sfunkcjonalizowane roéznymi substancjami (np. czynnikami wzrostu, substancjami
przeciwzapalnymi, antybiotykami itp.), ktore beda stopniowo uwalniane wraz
z postepujaca degradacja (Vasconcelos i Cavaco-Paulo 2013, Konop i wsp. 2017).

Badania wykorzystujace rusztowania keratynowe, otrzymane z ludzkich wiosow,
wykazaly, ze moga one by¢ z powodzeniem stosowane w regeneracji Nnerwow
obwodowych. Stwierdzono, ze hydrozelowe rusztowania, uzyskane z biatek
wystepujacych we wlosach, zwigkszaja proliferacje, przyleganie i aktywnos$é komorek
Schwanna. Ponadto, dzieki duzej plastycznosci hydrozelu mozliwe byto wypetnienie
miejsca uszkodzenia materiatem, ktory mial wiasciwosci neuroprzewodzace. PO
przeszczepieniu do modelu zwierzecego zaobserwowano regeneracje widkien
nerwowych w miejscach uszkodzenia i zdecydowang poprawe przewodnictwa
nerowowo-miesniowego (Sierpinski i wsp. 2008).

Pomimo, iz stosowane w tej pracy rusztowania otrzymane na bazie biatek
wspolwystepujacych z keratyng umozliwiaty przyleganie i wzrost HUCB-NSC, nie byty

one najkorzystniejszym z badanych rusztowan.

Chitozan  jest naturalnym, biodegradowalnym i  biokompatybilnym
polisacharydem, ktory nie wykazuje wlasciwos$ci cytotoksycznych. Promuje przyleganie,
proliferacje 1 roznicowanie komorek, sprzyja wydzielaniu przez nie biatek ECM, w tym
kolagenu. Wykazano rowniez, ze jest doskonatym materiatem do tworzenia opatrunkoéw
(Chhabra i wsp. 2016). Ze wzglgdu na swoj dodatni tadunek 1 potencjat
elektroprzewodzacy ma od duzy wplyw na roznicowanie si¢ wielu typow komorek.
Wykazano, ze rusztowania chitozanowe moga by¢ z powodzeniem stosowane
w regeneracji uszkodzen nerwoéw obwodowych. Widkna i membrany chitozanowe
stanowig doskonate podtoze do hodowli komoérek Schwanna, ktoére petnia istotng role

w regeneracji nerwow (Yuan i wsp. 2004).
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W naszych badaniach rusztowania chitozanowe nie stanowily atrakcyjnego
podtoza do hodowli HUCB-NSC. Obserwowalismy niewielkg liczb¢ komorek
zasiedlajacych rusztowania. Ponadto te komorki, ktore byty obecne na rusztowaniach
w czasie hodowli (widoczne na przyzyciowych zdjeciach z mikroskopu $wietlnego)
odrywaty si¢/wyplukiwaly podczas przygotowywania materialu do analizy
w mikroskopie elektronowym i konfokalnym, co sugeruje, ze nie byly silnie zwigzane
Z materiatem tworzacym rusztowanie. Dodatkowa wadg tego biomateriatu jest bardzo

duza autofluorescencja, ktéra uniemozliwiala analiz¢ immunocytochemiczng.

Kolagen, w szczegolnosci typu pierwszego, jest jednym z najpowszechniej
wystepujacych biatek ECM w tkankach 1 z tego wzgledu jest powszechnie stosowany
do tworzenia rusztowan w inzynierii tkankowej. Wykazano, ze sprzyja przyleganiu
komorek, jest biokompatybilny i biodegradowalny, latwy w obrobce i moze by¢
nos$nikiem dla réznych substancji. Ostatnie badania z wykorzystaniem rusztowan
kolagenowych z liniowo uporzadkowanymi wioknami wykazaly, ze NSC chetnie
porastaly rusztowania, ktore promowaly ich réznicowanie w kierunku neuronalnym.
Dodatkowo, rusztowania te zostaly wzbogacone o fragment przeciwciala skierowanego
przeciwko receptorom dla EGF. Wykazano, ze taka funkcjonalizacja sprzyjata
réznicowaniu neuronalnemu i zwigkszonemu wydtuzaniu neurytow in vitro. Ponadto,
po przeszczepieniu tak wzbogaconych rusztowan do szczurzego modelu uszkodzenia
rdzenia krggowego zaobserwowano zwigkszona neurogenezg¢ aktywowanych przez
uszkodzenie endogennych NSC. Komorki te nie tylko réznicowaty si¢ w neurony, ale
rowniez odtwarzaly funkcjonalne potaczenie w uszkodzonym rdzeniu, a zwierzgta
ktorym wszczepiono rusztowania odzyskaly czesciowo zdolnosci motoryczne (Fan
i wsp. 2017).

Zastosowane przez autorke rozprawy rusztowania kolagenowe byty wzbogacone
siarczanem  chondroityny (CS) (Pietrucha 2015). W?zbogacenie siarczanem
chondroityny, jak rowniez siarczanem heparyny, ma na celu polepszenie wiasciwosci
mechanicznych rusztowan kolagenowych (Chen i wsp. 2017). Uwaza si¢ rowniez, ze
polisacharydy, w tym CS, w OUN zapewniaja odpowiednia architektur¢ niszy.
W swoich badaniach, Huang i wspotpracownicy wykazali, ze rusztowania wykonane
z kolagenu, siarczanu chondroityny i aldehydu glutarowego promowaty réznicowanie
I migracje endogennych NPC w modelu urazowego uszkodzenia mézgu (Huang i wsp.

2012). Inne badania wykazaty, ze rusztowania kolagenowe wzbogacone siarczanem

128



heparyny drukowane za pomoca drukarki 3D stanowity doskonate, biokompatybilne
podtoze do hodowli NSC in vitro, a po przeszczepieniu do uszkodzonego rdzenia
kregowego zmniejszaty roznicowanie astrocytarne i zwiekszaty liczbe komorek NF200-
pozytywnych. Szczury, ktérym wszczepiono rusztowania wykazywaly znaczng
poprawe funkcji motorycznych (Chen i wsp. 2017).

Uzyte Ww niniejszej rozprawie rusztowania kolagenowe mialy postac
elastycznych gabek z porami o zréznicowanej wielkosci (Srednia $rednica 31 pum)
potaczonymi ze sobg mniejszymi lamelami. Pory i ich potaczenia utozone byly
wréznych  plaszczyznach  zapewniajac  idealne  warunki do  interakcji
migdzykomoérkowych. Charakteryzowaly si¢ stosunkowo duza powierzchnia, na ktorej
mozliwy byt wzrost komoérek (Pietrucha 2015, Pietrucha i wsp. 2017).

Przeprowadzone badania pozwolily stwierdzi¢, ze rusztowania kolagenowe
wzbogacone siarczanem chondroityny stanowig dobre podtoze do hodowli HUCB-NSC.
Komorki sa obecne zarowno na powierzchni jak i wewnatrz rusztowania, dobrze
przylegaja do jego powierzchni. Fakt, Ze preparatyka zwigzana z wizualizacja
w elektronowym mikroskopie skaningowym nie spowodowata oderwania komorek (jak
mialo to miejsce w przypadku innych testowanych rusztowan), swiadczy o tym, ze
komorki sg na nich lepiej zwigzane z biomateriatem. Nie zaobserwowano negatywnego
wplywu rusztowan kolagenowych wzbogaconych siarczanem chondroityny na HUCB-
NSC, a analiza immunocytochemiczna pozwolita stwierdzi¢ obecno$¢ komorek
zdolnych do proliferacji (Ki67-pozytywne). Co ciekawe, analiza ekspresji gendw na
poziomie mRNA wykazata pojawienie si¢ ekspresji OLIG1l i OLIG2 (markeréw
zwigzanych z rdznicowaniem oligodendrocytarnym) w populacji HUCB-NSC
hodowanych na rusztowaniach kolagenowych w 21% O,. Ponadto, komorki hodowane
na rusztowaniach w 5% O; nie posiadaty ekspresji MAP2, co $wiadczy o tym, ze
mikroarchitektura srodowiska i stezenie tlenu w hodowli wptywajg na kierunek drogi
réznicowania NSC.

Sposrdd badanych rusztowan tylko rusztowania kolagenowe byty zasiedlane
przez taka liczbe komorek, ktéra umozliwila izolacje odpowiedniej ilosci 1 jakosci
MRNA, a co za tym idzie analiz¢ ekspresji genow na poziomie mRNA. Wszystkie
badane materiaty  wykazywaty  autofuorescencjg, co utrudnialo  analize
immunocytochemiczng. Najintensywniejsza autofluorescencj¢ mialy rusztowania
chitozanowe, nastgpnie keratynowe, a najmniejsza kolagenowe. Komorki zdolne do

proliferacji (Ki67 pozytywne) byly obecne zaro6wno na rusztowaniach keratynowych,

129



jak 1 kolagenowych, ze wzgledu na autofluorescencje nie mogliSmy jednoznacznie

stwierdzi¢ jak na zdolno$¢ do proliferacji HUCB-NSC wptywa chitozan.

Nieustajgce poszukiwania i proby stworzenia funkcjonalnych trojwymiarowych
konstruktow zbudowanych z biomaterialow i komoérek sg niezwykle waznym aspektem
wspotczesnych badan. Sa wazne ze wzgledu na mozliwo$¢ ich bezposredniego
zastosowania w regeneracji uszkodzonych tkanek, ale rowniez stanowig doskonatg
alternatywe dla czegsci badan wykorzystujacych zwierzeta (np. testowanie dawek czy
cytotoksycznosci lekow). Poszukuje si¢ odpowiednich biomaterialow i komorek
dedykowanych dla okreslonych typow tkanek 1 uszkodzen. Ponadto badania
z wykorzystaniem systemow trojwymiarowych pozwalaja nam lepiej zrozumied
biologi¢ komorek i mikro$rodowiska, w ktérym przebywaja w organizmie.

Postgp w dziedzinie bioinzynierii materialowej i komorek macierzystych daje
nadziej¢ na otrzymanie takich rusztowan, ktore poza funkcja matrycy umozliwia
integracj¢ komorek 1 beda funkcjonowaty jako ,,biologiczne rusztowania” odtwarzajac

interakcje komorkowe, architekture 1 naturalne funkcje tkanek.

6.4. Konkluzje

W pierwszej czgsci pracy okreslone zostaly warunki in vitro, w ktorych
synergiczne dziatanie 5% stezenia tlenu i inhibitora DMOG prowadzi do: akumulacji
czynnika HIFla, zwigkszonej ekspresji genu NANOG (genu typowego dla stanu
pluripotencjalnosci), wzrostu tempa proliferacji komodrek, zwigkszonego potencjatu do
réznicowania w kierunku neuronalnym (wyzsza ekspresja MAP2) oraz podwyzszonej
ekspresji genow kodujacych czynniki HIF i enzymy epigenetyczne (DNMT3A,
DNMT3B, HDAC1, HDAC?2). Swiadczy to 0 mozliwoéci otrzymania w hodowli in vitro
populacji komoérek w ,,stanie biwalentnym”, zdolnych jednoczes$nie do proliferacji
prowadzacej do samoodnowy i réznicowania neuralnego oraz wskazuje na mechanizm
molekularny, w ktéorym istotng role odgrywa wzrost aktywnosci gendéw kodujacych
czynniki HIF oraz enzymy epigenetyczne.

Kolejny etap pracy, w ktorym poréwnywano rdézne typy rusztowan
trojwymiarowych oraz badano wplyw zwigzkow niskoczasteczkowych na
przezywalnos¢, proliferacj¢ i réznicowanie HUCB-NSC wskazal na rusztowanie

kolagenowe funkcjonalizowane siarczanem chndroityny, jako optymalne dla hodowli
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populacji pozostajacej w gotowosci do proliferacji 1 réznicowania, oraz okreslit rodzaj
suplementacji hodowli zwigzkami niskoczasteczkowymi dla otrzymania hodowli
roznicujacej w kierunku neuronalnym, badz glejowym.

Otrzymane wyniki umozliwiajg okreslenie Sposobu prekondycjonowania
komoérek w celu otrzymania populacji kompetentnej terapeutycznie do leczenia

okreslonych schorzen neurologicznych.
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7. STRESZCZENIE

W zwigzku z szybkim rozwojem medycyny regeneracyjnej istnieje potrzeba
zoptymalizowania zar6wno metod otrzymywania, jak i prowadzenia hodowli komorek
macierzystych do celow klinicznych. Takie komodrki powinny zachowaé, pomimo
hodowli in vitro, wysoki potencjat proliferacyjny, progenitorowy charakter, zdolno$¢ do
ukierunkowanego roznicowania oraz stabilno$¢ genetyczng. Wymienione cechy
charakteryzuja komorki progenitorowe zasiedlajace w organizmie nisze komorkowe.
Odtworzenie w hodowli in vitro podobnych warunkow daje nadziej¢ na stworzenie
wystandaryzowanych  procedur  umozliwiajacych  otrzymanie  kompetentnych
terapeutycznie komorek.

W naszej opinii do najwazniejszych czynnikow warunkujacych zachowanie
progenitorowego charakteru komorek naleza: stgzenie tlenu panujagce w docelowym
narzadzie, sktad macierzy zewnatrzkomorkowej oraz struktura przestrzenna.

Celem przedstawionych w rozprawie badan byta ocena wptywu ww. czynnikéw
na roéznicowanie in vitro neuralnych komoérek macierzystych otrzymanych z krwi
pepowinowej (HUCB-NSC). W toku prowadzonych badan przeprowadzono analizg
zarowno fenotypowa jak 1 molekularng komoérek poddanych réznym czynnikom
srodowiskowym takim jak: 1) zmienne st¢zenie tlenu, 2) obecnos$¢ w $rodowisku
czynnikow réznicujacych oraz zwigzkow niskoczasteczkowych wptywajacych na status
epigenetyczny 1 szlaki sygnatowe zwigzane z proliferacja 1 roznicowaniem komorki
3) powierzchnie hodowlane 2D vs 3D o r6znym sktadzie biochemicznym i geometrii.

Poczatkowo oceniono wplyw dwoch stezen tlenu: 5% (typowego dla nisz
komorek macierzystych w mozgu) oraz 21% (atmosferycznego) na réznicowanie
I proliferacie¢ HUCB-NSC znajdujacych si¢ na réznych etapach rozwoju (komorki
niezréznicowane, Wczesne progenitory vs komorki zroznicowane w Kierunku
neuronalnym). Nastepnie podjeto probe wyjasnienia, czy obserwowana odpowiedz
komorek zwigzana jest z akumulacja czynnikow indukowanych hipoksja (HIF),
wykorzystujac do tego celu inhibitor hydroksylazy prolinowej — DMOG, prowadzacy
do akumulacji HIFla. W kolejnym etapie badan sprawdzano, czy stezenie tlenu
W hodowli zmienia odpowiedz komoérek na dziatanie inhibitorow szlakéw sygnatowych
(PD 0325901, SB 431542) i enzymow epigenetycznych (RG 108, TSA). W ostatnim
etapie badan komorki zostaly wysiane na powierzchnie 2D oraz rézne pod wzgledem

sktadu i geometrii rusztowania 3D.
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Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze obnizone (fizjologiczne)
stezenie tlenu w hodowli stymuluje proliferacje komorek, ale wptyw ten jest istotny na
wczesnych etapach rozwoju - w przypadku tej pracy na etapie progenitorow neuralnych.
W komorkach tych, hodowanych w warunkach 5% stezenia tlenu oraz w obecnoS$ci
inhibitora DMOG wykazali§my akumulacj¢ czynnikow HIF, przy zwigkszonej ekspresji
genu NANOG (genu pluripotencjalno$ci) oraz wzroscie tempa proliferacji komorek.
Ponadto komorki te charakteryzowaly si¢ rowniez zwigkszonym potencjalem do
roéznicowania W kierunku neuronalnym (wyzsza ekspresja MAP2), a takze podwyzszong
ekspresja genéw kodujacych enzymy epigenetyczne (DNMT3A, DNMT3B, HDAC1,
HDAC2). Na podstawie powyzszych wynikéw, do dalszych do$wiadczen
z wykorzystaniem zwigzkow niskoczasteczkowych 1 rusztowan trojwymiarowych
wybrano komorki w stadium progenitorow neuralnych.

W kolejnych doswiadczeniach wykazano, ze badane zwigzki niskoczasteczkowe
(TSA, RG 108, PD 0325901, SB 431542) wplywaja na ekspresj¢ genéw zwigzanych
z r6znicowaniem HUCB-NSC, a zmiany te zaleza od warunkéw tlenowych.
Zaobserwowano, ze stosujac PD 0325901 lub SB 431542 w obecnosci 21% tlenu
mozna uzyska¢ populacje komoérek charakteryzujaca si¢ wyzsza ekspresja genow
I biatek typowych dla réznicowania neuronalnego. Odpowiednio, po zastosowaniu TSA
w obecnosci 5% stezenia tlenu uzyskujemy heterogenng populacje, wykazujaca
ekspresje gendéw 1 biatek typowych dla neurondéw 1 astrocytoéw, a po zastosowaniu
SB 431542 otrzymujemy komorki ukierunkowane oligodenrocytarnie. Ponadto
wykazano, ze zastosowanie wigkszo$ci zwigzkow niskoczgsteczkowych w obecnosci
5% st¢zenia tlenu obniza nieznacznie zdolnos¢ komorek do proliferacji.

Prowadzenie hodowli komoérkowej w warunkach 3D utrzymuje komorki
w stadium progenitorow neuralnych, a efekt ten jest wzmacniany w obecnosci 5%
stezenia tlenu. Zdolnosci do przezycia i réznicowania tych komoérek w znacznym
stopniu zalezag od sktadu biochemicznego rusztowania i1 powierzchni adhezyjne;.
Najkorzystniejsze wyniki uzyskano stosujac rusztowania kolagenowe wzbogacone
siarczanem chondroityny o duzych porach i znacznej powierzchni przylegania.

Podsumowujac otrzymane wyniki, wydaje sie, ze sterujgc warunkami tlenowymi,
sktadem biochemicznym Srodowiska (obecnoscia zwigzkéw niskoczasteczkowych) oraz
strukturg przestrzenng podloza mozna wpltywa¢ na Kierunek rozwoju komorek

I W Sposob kontrolowany przygotowywac je do zastosowania klinicznego.
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8. ABSTRACT

Due to the challenges of regenerative medicine there is an urgent need to
optimize the way of obtaining as well as the methods of culture of stem cells for
therapeutic applications.

Despite of in vitro culture such cells should maintain high potential for
proliferation, progenitor character, ability for directed differentiation and genetic
stability. The features mentioned above are characteristic for progenitor cells growing in
vivo in stem cell niches. Creating such microenvironment in in vitro conditions gives
the hope for establishing standardized procedures enabling to obtain therapeutically
competent cell populations.

In our opinion the most important factors necessary to maintain cell progenitor
stage in their in vitro environment are: the level of the oxygen tension typical for the
target tissue, composition of the extracellular matrix and three-dimensional organization
of the growth surface.

The aim of the presented in this thesis studies was to estimate the influence of
mentioned above factors for in vitro growth and differentiation of human umbilical cord
blood derived neural stem cells (HUCB-NSC). In the course of our studies the
experiments were conducted for phenotypic and molecular analysis of the HUCB-NSC
maintained at different stages of development (nondifferentiated neural stem cells,
neural progenitors and committed into neuronal lineage) were exposed to diverse
environmental factors. They included: 1) different oxygen level conditions, 2) the
presence of differentiating factors and small molecules influencing cell epigenetic status
and intracellular pathways regulating proliferation and neural differentiation; 3) 2D vs
3D culture conditions of different composition and geometry.

At the first phase of the studies the influence of different oxygen tension: 5%
(typical for neural stem cell in vivo niche) and 21% (atmospheric) on differentiation and
proliferation of HUCB-NSC maintained at different stages of development was
established. This was followed by the molecular investigation establishing whether the
observed cellular responses are linked to the activation of the hypoxia inducible factors
(HiF’s), where the molecular tool was DMOG - the proline hydroxylase inhibitor,
causing cellular accumulation of HIFla. The following stage of the study was to

investigate whether different oxygen conditions would change HUCB-NSC response to
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inhibitors of the selected cellular pathways (PD 0325901, SB 431542) and epigenetic
enzymes (RG 108, TSA). At the end, the cells were seeded on 2D and 3D scaffolds of
different geometry and composition.

In the course of experiments it was shown, that the investigated small molecules
(TSA, RG 108, PD 0325901, SB 431542) influence the expression of the genes of
HUCB-NSC neural differentiation depending upon oxygen conditions. Accordingly
using PD 0325901 or SB 431542 in the presence of 21% O, we can obtain the cell
population with elevated expression of genes and proteins typical for neuronal
differentiation. When TSA or RG 108 are applied in the presence of 5% O, the cells are
expressing genes typical for astrocytes, while SB 431542 in 5% O, level is inducing
oligodendrocytic markers. Moreover, we have shown that most of the applied small
molecules in 5% O, have negative influence on cell proliferation.

The environment of the 3D scaffolds and accommodate maintain the cells in the
neural progenitor stage, and this effect is enhanced by the low oxygen conditions. The
ability of these cells to survive and differentiate highly depend upon the biochemical
content of the scaffold and the adhesive surface. The best results were obtained when
the chondroitin sulfate modified collagen scaffolds with large pores and adhesive
surface were applied.

In summary the obtained results indicated, that manipulating with the oxygen
conditions, biochemical content of the environment (the presence of the small
molecules) and the dimensional structure of the surface we can influence cell
developmental fate and in the standardized and controllable way prepare the cells

required for clinical applications.
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