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Hierarchia rozwojowa komorek
macierzystych

Komorki macierzyste charakteryzuja si¢ zdolno$cia
do samoodnawiania i potencjatem do réznicowania
w przynajmniej;jeden sposrod wszystkich wyspecjali-
zowanych komorek organizmu. Podczas rozwoju
ontogenetycznego komorki macierzyste stopniowo
zawegzaja swoj potencjat do roznicowania w okreslone
typy komorek. Zygota, czyli zarodek jednokomér-
kowy wykazuje totipotencjalnos¢. Oznacza to mozli-
wo$¢ do réznicowania we wszystkie typy komodrek
1 stworzenia calego nowego organizmu, z blonami
plodowymi i tozyskiem wigcznie. Kolejnym etapem
w hierarchii rozwojowej jest pluripotencjalnosé, ktorg
wykazuja komorki wezla zarodkowego blastocysty,
roznicujace si¢ w komorki trzech listkow zarod-
kowych, ktore daja poczatek nowemu organizmowi.
W hodowli in vitro komorki te nosza nazwe zarod-
kowych komorek macierzystych (Embryone Stem
Cells; ESC) Réznica migdzy komorkami totipo-
tencjalnymi i pluripotencjalnymi polega na braku
zdolno$ci tych ostatnich do tworzenia blon
plodowych. Etap pluripotencjalno$ci jest okresem
aktywnosci genéw chromosomu X przy jedno-
czesnym braku aktywnosci genoéw charakterys-
tycznych dla komorek zréznicowanych. W okresie
tworzenia listkow zarodkowych, a nastepnie specy-
fikacji tkankowej, zdolnosé do réznicowania komoérek

jest dalej zawezana i staja si¢ one multipotencjalne.
Takie komorki réznicuja si¢ w obrgbie jednego listka
zarodkowego, lub jednej tkanki 1 noszag nazweg
somatycznych komorek macierzystych (Somatic Stem
Cells; SSC). Neuralne komoérki macierzyste (Neural
Stem Cells; NSC) sa jednym z rodzajow SSC i daja
poczatek komorkom osrodkowego 1 obwodowego
uktadu nerwowego. Hierarchia rozwojowa komodrek
macierzystych przedstawiona jest graficznie na
Rycinie 1, jako zwgzajaca si¢ piramida potencjatu do
réznicowania. Komoérki macierzyste traca ten
potencjat stopniowo na okres$lonych etapach rozwoju.
Potencjal do réznicowania w alternatywne linie, np.
lini¢ epidermalna i lini¢ prekursoréw neuralnych jest
permanentnie ograniczony, natomiast potencjal do
réznicowania w kolejne podlinie, np. neuronalna lub
glejowa podlega jedynie czasowej supresji lub zawie-
szeniu, az do momentu, kiedy pojawig si¢ odpowiednie
czynniki stymulujace program roznicowania [19].
Roézne mechanizmy molekularne decyduja o wycisza-
niu lub aktywacji okreslonych genoéw podczas
rozwoju, a wilaczanie tych programéw zalezy od
sygnatow z otaczajacego Srodowiska (niszy) komdrek
macierzystych. Koncepcjg korelacji stopniowej utraty
zdolnosci do wielokierunkowego roznicowania
z wyborem drogi rozwojowej zaleznej od warunkow
otoczenia, po raz pierwszy zaprezentowal Conrad
Waddington w 1957 roku. Swoja teori¢ dotyczaca
wplywu czynnikow epigenetycznych na losy komo-
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Ryc. 1. Korelacja hierarchii rozwojowej komorek macierzystych z ich statusem epigenetycznym. Hierarchia rozwo-
jowa i potencjat do réznicowania komorek macierzystych sa scisle zwigzane z ich statusem epigenetycznym. Trzy
kolory: czerwony, zielony i pomaranczowy w piramidzie rozwojowej oznaczajg zwigzek stanu metylacji histonu H3 (domen:
represyjnej i permisywnej, odpowiednio — K27 i K4) oraz metylacji DNA z aktywno$cia transkrypcyjng wybranych trzech grup
genow rozwojowych: pluripotencjalnych, réznicowania neuronalnego i réznicowania glejowego. Dostepna literatura wskazuje
na to, ze w komérkach totipotencjalnych chromatyna generalnie charakteryzuja si¢ brakiem metylacji DNA i stanem biwalent-
nym, czyli wysoka metylacja lizyn 4 i 27 histonu 3, ale w totipotencjalnej zygocie - zarodku jednokomoérkowym nie jest to jed-
noznaczne, z uwagi na rézny poziom metylacji zaréwno DNA jak i histonéw w przedjadrzu meskim i zeriskim (dlatego na
schemacie umieszczono znak zapytania) [47, 49]. W pluripotencjalnych komérkach ESC geny pluripotencijalno$ci sg aktywne
(kolor zielony) (demetylacja DNA w odcinkach promotorowych, hypermetylacja domeny permisywnej H3K4), natomiast geny
réznicowania neuronalnego i glejowego pozostajg nieaktywne, ale w stanie biwalentnym, czyli w kazdej chwili gotowe do
ekspresji. Multipotencjalne komorki NSC charakteryzuja sig represjg genéw pluripotencjalnych (kolor czerwony) (metylacja
promotoréw DNA i hypermetylacja domeny represywnej H3K27) oraz stanem biwalentnym gendw réznicowania neuronal-
nego i glejowego. Rozpoczecie neurogenezy w piramidzie rozwojowe] zaznaczone jest linig przerywang. Faza rozwojowa
neurogenna zwigzana jest z brakiem ekspresji genéw pluripotencjalnych i genéw réznicowania glejowego oraz aktywnoécia
genoéw réznicowania neuronalnego. Faza gliogenna, wystepujaca po fazie neurogennej, zwigzana jest z aktywno$cig genéw
roznicowania glejowego i represja gendw pluripotencjalnoéci oraz réznicowania neuronalnego

rek podczas rozwoju ontogenetycznego Waddington
nazwal ,,epigenetycznym uksztattowaniem powierzchni”
(,,epigenetic landscape™) 1 zobrazowal graficznie jako
kulke toczaca si¢ ze szczytu gory w dot, ktéra ma do
wyboru rézne drogi wytyczone uksztalttowaniem
powierzchni. Wedtug tej koncepcji populacje komorek
wybierajace ustalona droge charakteryzuja si¢
wzorem epigenetycznym, ktéry decyduje o ich
potencjale do réznicowania [20]. Rycina 1 przedstawia

20

piramide hierarchii rozwojowej, w ktorej réznym
grupom genéw rozwojowych, odpowiedzialnych za: 1.
pluripotencjalnos¢; 2. rdznicowanie neuronalne; 3.
réznicowanie glejowe (np. astrocytarne), przypisano
okreslone stany aktywnosci transkrypcyjnej: ekspresje
(kolor zielony), brak ekspresji (kolor czerwony) lub
gotowos¢ do aktywacji — stan biwalentny (kolor po-
maranczowy). Stan aktywnosci transkrypcyjnej
okreslonej grupy genoéw skorelowany jest m.in.
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z wzorem epigenetycznym w odcinku chromatyny,
w ktorym si¢ znajduja. Wzdr ten zalezy od zmian
posttranslacyjnych, takich jak: przylaczanie grup
metylowych do fragmentéw nici DNA promotorow
gendéw zwanych ,,wyspami CpG” (patrz rozdziat 4)
oraz grup metylowych i acetylowych do motywow N-
koncowych (ogondow) histonéw. Hipermetylacja
»Wysp CpG” promotorow jest zwigzana z wyciszeniem
ekspresji sasiadujacych gendéw. Zmiany posttransla-
cyjne histonow i DNA wplywaja na stopien kon-
densacji chromatyny i aktywnos¢ gendéw. Na Rycinie 1
podano przykladowo korelacje metylacji lizyny 4
(K4) histonu trzeciego (H3) (znacznik aktywnosci
transkrypcyjnej genu) i metylacji lizyny 27-mej his-
tonu trzeciego (znacznik represji transkrypcyjnej
genu) oraz metylacji DNA ze stanem genowej
aktywnosci roznych grup genow rozwojowych. W do-
menach biwalentnych chromatyny (gotowos¢ genow
do aktywacji) metylacja wystgpuje w dwoch lokali-
zacjach lizyn histonu trzeciego: potrojna metylacja
zarowno lizyny w pozycji 4-tej (H3K4me3) jak tez
27-mej (H3K27me3). W totipotencjalnej zygocie
wzOr metylacji DNA jest ,,wymazywany” (catkowicie
jedynie w przedjadrzu meskim), uwaza si¢ réwniez,
ze wigkszo$¢ domen chromatyny jest w stanie goto-
woscl transkrypceyjnej (metylacja histonéw w migjs-
cach zaréwno represji — H3K27me3, jak i aktywnosci
transkrypcyjnej — H3K4me3), nie jest to jednak do
konca wyjasnione z uwagi na zrdéznicowany poziom
metylacji chromatyny pochodzacej od ojca i od matki
[30, 47, 49]. Ekspresji genow na wszystkich pozio-
mach hierarchii rozwojowej towarzyszy metylacja
lizyny 4-tej histonu trzeciego H3 i brak metylacji
lizyny 27-mej (H3K4me3), natomiast zahamowanie
ekspresji jest zwigzane z metylacja lizyny 27-mej
i brakiem metylacji lizyny 4-tej (H3K27me3).
Powyzszy schemat zmian struktury chromatyny na
roznych etapach rozwoju w okreslonych grupach
genow, przestawiony jako zaleznosé od stanu mety-
lacji histonow i DNA, jest uproszczony, poniewaz nie
uwzglednia innych czynnikow, migdzy innymi poziomu
acetylacji histondw 1 metylacji lizyny 9 histonu 3
(H3K9me3). Wiadomo jednak, ze wzmozona acety-
lacja histonow powoduje dekondensacj¢ chromatyny
i aktywacj¢ transkrypcji, natomiast usunigcie grup
acetylowych przez HDAC (histon deacetylase) powo-
duje kondensacj¢ chromatyny i w konsekwencji zaha-
mowanie transkrypcji [21] (patrz rozdziat Regulacja
epigenetyczna podejmowania decyzji rozwojowych
przez NSC).

Regulacja molekularna indukciji
neurogenezy i gliogenezy rozwojowej

Indukcja neurogenezy rozwojowej rozpoczyna si¢ na
etapie tworzenia trzech listkow zarodkowych.
Izolacja fragmentow zarodka w roznych stadiach
rozwoju pozwolila ustali¢, kiedy tkanka jest zdetermi-
nowana w kierunku neuralnym. Okazato sig, ze czgs¢
apikalna zarodka wyizolowana w stadium pregastruli,
rozwija si¢ in vitro w komorki epidermy, natomiast
w stadium gastruli, gdy mamy do czynienia
z tworzeniem trzeciego listka zarodkowego

mezodermy, rozwija si¢ w kierunku neuralnym.
Wpuklajaca si¢ warstwa komorek mezodermalnych
(dorsalna mezo- derma — tzw. Organizator Spemann’a)
uwalnia szereg bialek, ktore hamuja $ciezke sygnali-
zacyjna biatka morfogenetycznego kosci (Bone
Morphogenetic Protein, BMP) promujac rozwoj
neuroektodermy. Do takich molekul nalezg CER
(Ceberus), CHD (Chordin), NOG (Noggin) 1 FOL
(Follistatin), (Ryc. 2). Obecnie funkcjonuja dwa
modele neuralnej indukcji. Pierwszy model ,,sponta-
nicznego réznicowania” zaklada, ze zablokowanie
sygnatow szlaku BMP przez jeden z czynnikéw uwal-
nianych z dorsalnej mezodermy (inhibicja polaczenia
BMP-4 z receptorem TGF R (Transforming Growth
Factor beta Receptor) powoduje naturalny rozwdj
neuroektodermy. Drugi model ,,instruktywny” zaklada
alternatywne dzialanie sygnatow, ktore pochodzy
z endodermy (ekspresja bialek DKK1 1 CER-1, ktore
sa represorami szlakow WNT (Wingless) i BMP) lub
mogga podlegac ekspresji w samej ektodermie, jak np.
czynnik wzrostu fibroblastow (Fibroblast Growth
Factor, FGF). FGF z;jednej strony, za posrednictwem
szlaku MAP kinaz inhibuje wewnatrzkomoérkowo
biatka SMAD (Sma and Mad. related) odgrywajace
glowna rolg w indukcji rozwoju epidermy, a z drugiej
strony stymuluje bezposrednio transkrypcj¢ biatek
SOX (SRY related HMG Box), ktore aktywujg geny
proneuralne (Ryc. 2), [12]. Indukcja neuroektodermy
wiaze si¢ automatycznie ze stabilizacja neuronalnego
losu tych komérek i dalszym roznicowaniem w kierunku
neuronow. Rycina 3 przedstawia uproszczony schemat
regulacji genetycznej poszczegdlnych etapoéw indukeji
i stabilizacji roznicowania neuronalnego. Ekspresja
FGF i genow antagonizujagcych BMP indukuje neuro-
geneze, podczas gdy ekspresja genow kodujacych
czynniki transkrypcyjne: Sox i Zicl,3 stabilizuje
neuralny. los tych komorek, jednoczesnie promujac
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Ryc. 2. Regulacja molekularna indukcji neurogenezy. Obecny model neuralnej indukcji zaktada naturalna wtasciwosé
ektodermy do tworzenia epidermy przez aktywacje drogi przekazywania sygnatu BMP. BMP-4 w ektodermie stymuluje
receptor TGF_, ktdry aktywuje biatka SMAD i w efekcie transkrypcije takich genéw jak Gata i Msx. Biatka MSX i GATA hamujg
transkrypcje genéw Sox, koniecznych do indukcji réznicowania neuralnego. Czynniki transkrypcyjne SMAD aktywujg
transkrypcije biatek |D, ktdre hamujg aktywacjg gendw proneuralnych. Sygnat zewnatrzkomorkowy, ligand WNT na tym etapie
rozwoju dodatkowo wzmacnia réznicowanie epidermalne stymulujgc transkrypcjge gendéw Msx. Zablokowanie sygnatu BMP
przez jeden z wielu inhibitoréw produkowanych w cze$ci zarodka zwanej ,Organizator Spemann’a”, powoduje inaktywacje
drogi przekazywania sygnatu wewnatrzkomérkowego BMP/SMAD, co umozliwia transkrypcje gendéw Sox i aktywacje genow
proneuralnych i réznicowanie w kierunku neuroektodermy. Stymulacja czynnikiem wzrostu FGF zapewnia alternatywng droge
rozwoju neuroektodermy, z jednej strony hamujac droge przekazywania sygnatu SMAD, w ktérej posredniczy szlak kinaz MAP
i z drugiej strony stymulujgc transkrypcje Sox. Zmodyfikowano za Sanes i wsp. [45]
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réznicowanie. Inne geny, takie jak FoxDJ5, Zic2
1 Geminin, rowniez stabilizujg neuralny los komorek,
ale antagonizuja réznicowanie. IRO/IRX jest rodzina
bialek kodowanych przez geny homeotyczne 1 bierze
udzial w aktywacji czynnikow transkrypcyjnych
bHLH (basic Helix loop Helix) typu ,,achaete-scute”
(np. MASH!). Ekspresja tych biatek oraz genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne proneuralne typu
bHLH indukuje koncowe réznicowanie w kierunku
neuronéw (Ryc. 3).

W rozwoju ontogenetycznym NSC powstaja
z komorek pluripotencjalnych rozwijajacego sie
neuroepitelim w postaci komorek gleju gwiazdzistego
(Radial Glia; RG). RG organizuja ksztaltt cewy
nerwowej. W czgsci apikalnej tworza: migdzy soba
polaczenia $ciste 1 adherentne, podczas, gdy w czegsci
bazalnej lacza si¢ z blona podstawna. Taka
obustronna bariera determinuje przestrzennie rozwoj
1 integralno$¢ tworzacego si¢ Osrodkowego Uktadu
Nerwowego (OUN). Podczas rozwoju OUN neurony
1 komérki glejowe pojawiajg si¢ w sposdb sekwencyjny:

neurogeneza rozpoczyna si¢ w S-tym tygodniu
rozwoju cztowieka i1 wyprzedza gliogenezg. Od 7-20
tygodnia obserwuje si¢ migracj¢ neuroblastow
wzdhuz komorek RG. Migrujace neuroblasty dziela
si¢ 1 przeksztalcajg strukturg¢ cewy nerwowej z jedno-
warstwowej w wielowarstwowa: Gliogeneza rozpo-
czyna sie dopiero po 20 tyg. rozwoju 1 zwiazana jest
z transformacja RG w komorki glejowe, a co za tym
idzie zanikiem potencjalnej puli komorek RG do
generacji nowych neuroblastow. Komorki astrogleju
powstajace bezposrrednio z RG posiadaja potencjat
proliferacyjny, dzigki ktoremu zwigksza si¢ liczba
powstajacych komorek glejowych w rozwijajacym sig
OUN [26]. Mechanizmy lezace u podstaw indukcji
gliogenezy nie s jeszcze do konca poznane, wiadomo
jednak, ze wiodaca rolg¢ w tym procesie odgrywa
szlak przekazywania sygnatu JAK/STAT (Janus
Kinase-signal Transducer and Activator of Transcrip-
tion), aktywowany cytokinami rodziny IL-6 [18, 36}.
Cytokina gliogenna CT-1 (Cardiotrophin-1), nalezaca
do rodziny IL-6, jest produkowana w neuronach, co

Ryc. 3. Specyfikacja réznicowania neuralnego. Neurogeneza jest zwigzana z ,,ucieczka” tworzacych si¢ komoérek
neuroektodermy przed instruktywnymi sygnatami innymi niz neuralne - gtéwnie czynnikow wzrostowych z grupy
BMP. Ekspresja FGF i gendw antagonizujacych BMB indukuje neurogeneze, podczas gdy ekspresja genow Sox i Zic1,3
stabilizuje neuralny los tych komoérek, jednoczesnie promujgac réznicowanie. inne geny, takie jak FoxD5, Zic2 i Geminin,
rowniez stabilizujg neuralny los tych komérek, ale antagonizujg réznicowanie. Iro jest to rodzina biatek aktywujgcych czynniki
transkrypcyjne bHLH, typu ,achaete-scutte” | ekspresja tych biatek oraz gendéw kodujgcych czynniki transkrypcyjne
proneuralne typu bHLH indukujg dalszg neurogeneze. Zmodyfikowano za Moody i Je [38]
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moze by¢ jednym z powoddéw indukeji gliogenezy po
neurogenezie. Wykazano réwniez, ze w fazie gliogen-
nej rozwoju drogi przekazywania sygnatu JAK/STAT,
BMP i Notch dzialaja synergistycznie [5, 36].

Decyzje rozwojowe Neural Stem Cells:
molekularne podstawy réoznicowania
w kierunku neuronéw lub komorek glejowych

Neurogeneza postnatalna r6zni si¢ od rozwojowej
brakiem inhibicyjnych oddziatywan czynnikéw z grupy
BMP, typowych dla rozwijajacej si¢ neuroektodermy.
Obszary modzgu dorostego cztowieka, w ktorych
zachodzi aktywny i ciagly proces neurogenezy, zostaty
zidentyfikowane 1 zlokalizowane przez grupe Freda
Gage’a [15] w strefie podziarniste] (subgranular
zone; SGZ) zakretu zgbatego hipokampa oraz w stre-
fie podkomorowej (subventricular zone; SVZ)
wyscielajacej komory boczne mozgowia. Aktywnosé
neurogenng stwierdzono réwniez w innych czgsciach
OUN czlowieka, ale dotyczy to neurogenezy indu-
kowanej zwykle uszkodzeniem lub innym bodzcem
zewngtrznym. Neuralnym komorkom macierzystym
w niszach neurogennych towarzysza takie procesy
rozwojowe, jak proliferacja, migracja i réznicowanie,
ktore sg precyzyjnie regulowane przez caly kontekst
dynamicznych oddziatywan NSC 2z otaczajacym
mikro$rodowiskiem. Takie oddziatywania dotycza
kaskady czynnikow molekularnych (czynnikéw
wzrostowych i1 neurotroficznych oraz biatek sygnali-
zacyjnych), strukturalnych (interakcji z bialkami ma-
cierzy zewnatrzkomorkowej 1 innymi komodrkami)
oraz fizycznych (dystrybucja w przestrzeni troj-
wymiarowej). Przykladem znaczenia dystrybucji
przestrzennej komoérek macierzystych w niszach, jest
szczegolna pozycja NSC w SVZ, ktére z jednej strony
pojedynczym wyrostkiem (rzeska) siggaja plynu
mézgowo-rdzeniowego, a z drugiej strony dlugimi
wypustkami tacza si¢ z naczyniami krwiono$nymi.
Takie ulozenie przestrzenne moze mie¢ duze
znaczenie dla stymulacji drog przekazywania sygnatu
wewnatrzkomorkowego w NSC [37, 46]. Glowne
drogi przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego
zaangazowane w okreslenie fenotypu neuralnego to
Wingless, Hedgehog, Notch, BMP, JAK-STAT oraz
MEK-ERK-Rsk.
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Szlak kanoniczny Wingless jest zwiazany z kontrolg
samoodnowy 1 regulacja neurogenezy. Glikoproteina
WNT laczy sig z receptorem FZ (Frizzled) i aktywuje
biatko adaptorowe DVL (Disheveeld), ktore roztacza
kompleks kinazy serynowo/treoninowej GSK3-B
z innymi biatkami m.in. B-CAT (B-katening). B-CAT
jest rozpuszczalnym biatkiem cytoplazmatycznym
degradowanym w komorkach niepobudzonych przez
GSK3-B. Nagromadzona w cytoplazmie B-CAT jest
transportowana do jadra 1 razem z czynnikiem tran-
skrypcyjnym TCF/LEF indukuje transkrypcje genow
odpowiedzialnych za proliferacj¢ i roznicowanie neu-
ralne. WNT stymuluje samoodnowe i proliferacje
w NSC w trakcie rozwoju zarodkowego, natomiast
w komédrkach postnatalnych, w okreslonych warunkach
stymuluje rowniez neurogeneze. Giowna rolg
w réznicowaniu neuronalnym odgrywa glikoproteina
WNT3a [22, 39].

Sonic Hedgehog (SHH) jest biatkiem o charakterze
morfogenu wplywajacym na prawidlowy rozwdj
moézgu 1 rdzenia kregowego. Aktywuje Sciezke
sygnalizacyjng hedgehog taczac si¢ z receptorem
PTCH (Patched). W konsekwencji dochodzi do
hamowania aktywnosci srodbltonowego biatka SMO
(Smoothened) 1 aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych
GLI1-3, ktére po translokacji do jadra tworza
kompleks migdzy innymi z czynnikiem transkrypcyjnym
CtBP (C-terminal Binding Protein). Aktywacja szlaku
hedgehog indukuje transkrypcje genow czynnikow
wzrostowych 1 ich receptoréw (np. PdgfR, Igf-2,
Ptc-1, Gli-1, Wnt) oraz genow regulujacych cykl
komoérkowy. GLI 1 podlega ekspresji w NSC [52].

Droga przekazywania sygnatu Notch sprzyja utrzy-
maniu multipotencjalnosci NSC lub indukcji glioge-
nezy w zaleznosci od etapu rozwojowego organizmu.
NOTCH jest $rodblonowym receptorem aktywo-
wanym po polaczeniu z ligandem DELTA lub JAG-
GED. Aktywacja sciezki sygnatowej Notch jest regu-
lowana $rodbtonowym biatkiem PRESI1 (Presilinina
1), ktora kontroluje enzymatyczna degradacje recep-
tora NOTCH, odcinajac jego koniec cytoplazma-
tyczny 1 tworzac czasteczke regulatorowa NICD
(Notch Intracellular Domain). NICD przelacza funkcje
czynnika transkrypcyjnego CBF1/CSL z represorowe;
na aktywujaca, uwalniajac CSL (biatko wiazace
DNA, znane rdéwniez jako: suppressor ofi hairless,
CBF, LAGI1, RBP-JK) od represora CoR (ko-represor
transkrypcji). W jadrze NICD tworzy kompleks
z CoA (ko-aktywator transkrypcji), CSL, CoA
(koaktywator transkrypcji) oraz MAML (Mastermind)
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aktywujac transkrypcje gendéw zwigzanych miedzy
innymi z cyklem komoérkowym oraz utrzymaniem
multipotencjalnosci NSC [24]. Notch wplywa na
utrzymywanie multipotencjalnosci NSC przez akty-
wacj¢ drog ,,przezycia” w komorce, czyli fosforylacji
zwigzanych z aktywna kinaza serynowo-treoninowa
AKT oraz kinaza PI3, ale rowniez w okreslonych
stadiach rozwoju indukuje gliogeneze [1, 40, 54].

BMPs — to grupa ligandéw sekrecyjnych dla super-
rodziny TGFP (Transforming Growth Factor-beta).
BMP po potaczeniu z TGFBR aktywuja biatka
SMAD, ktore po translokacji do jadra indukujg tran-
skrypcje genow. Aktywacja Sciezki przekazywania
sygnalu BMP moze mie¢ rozny efekt rozwojowy
w NSC. Prowadzi badZ do hamowania indukcji neu-
rogenezy (aktywacja ID1) [53], badz do stymulacji
gliogenezy (indukcja syntezy czynnika REST/NRSF
(REI-Silencing Transcription Factor/Neuron Restric-
tive Silencing Factor) w zaleznosci od etapu rozwo-
jowego komorek [36, 44].

Kolejnym szlakiem przekazywania sygnalu zaan-
gazowanym w proces neurogenezy jest MEK-ERK-
Rsk (mitogen-activated protein kinases/"extracellular
signal-regulated. kinases"/40S ribosomal protein S6
kinase). MEK-ERK-Rsk dziata jako kaskada wew-
natrzkomorkowa kinaz serynowo-treoninowych, akty-
wowana czynnikami wzrostu jak np. NGF, PDGF czy
BDNF. Kinazy MAP fosforyluja czynniki transkryp-
cyjne regulujace ekspresje genéw zwigzanych z proli-
feracja, roznicowaniem, apoptoza i neuroprotekcja [41].

Rycina 4 jest schematem przedstawiajacym wspot-
zaleznosci migdzy sygnalami zewnatrz i wewnatrz-
komérkowymi w kaskadzie molekularnej zaangazo-
wanej w roznicowanie neuronalne. Istotne w tej kas-
kadzie sq biatka typu bHLH (np. NGN1-2), ktére bez-
posrednio promuja transkrypcj¢ gendéw neuronalnych,
hamujac jednoczesnie gliogenezg przez sekwestracje
ko-faktora p300/CBP. Aktywowany szlak BMP
promuje neurogeneze, wpltywajac na tworzenie kom-
pleksu ko-aktywatora p300/CPB z czynnikiem
transkrypcyjnym SMAD. Dodatkowo TrkR (receptor
kinazy tyrozynowej) po polaczeniu z neurotrofinami
i PDGF, aktywuje szlak MEK kinaz (MEK-ERK-
Rsk), ktory indukuje fosforylacje czynnikoéw trans-
krypeyjnych rodziny C/EBP (Enhancer-Binding Pro-
teins; CCAAT). Aktywowane czynniki C/EBP indu-
kuja transkrypcje gendéw neuronalnych np. a-fubulin
1. W tym samym czasie transkrypcja genéw odpo-
wiedzialnych za gliogenezg¢ jest zablokowana (Ryc. 4)
[36].

Rozpoczecie gliogenezy oraz dlugo$é jej trwania
determinuje skoordynowana akcja trzech roznych
efektorowych $ciezek przekazywania sygnahu: JAK-
STAT, Notch oraz BMP [25, 36], (Ryc. 5). W indukcje
gliogenezy zaangazowane sa cytokiny rodziny
Interleukiny-6, w szczegélnosci CNTF (Ciliary
Neurotrophic Factor), LIF (Leukemia Inhibitor Factor)
oraz CT-1 (cardiotrophin-1), ktére wiaza i dimeryzuja
ko-receptor gpl30 i LIFRb. W efekcie nastepuje
aktywacja kaskady przekazywania sygnatu JAK-STAT,
w ktorej JAK jest kinaza zasocjowana i aktywowana
przez gpl30, natomiast STATs sg czynnikami trans-
krypcyjnymi, fosforylowanymi i1 aktywowanymi
przez JAK [16]. STAT3 tworzy kompleks z czynnikami
SMAD, aktywowanymi przez sygnal od receptora
BMP oraz z koaktywatorem p300/CBP. Kompleks
STAT3/SMAD/p300/CBP 1aczy si¢ z promotorem
genow glejowych (np. Gfap) 1 indukuje tanskrypcje
tych genéw. Cytokina CT-1 oprocz indukcji szlaku
JAK-STAT wplywa na translokacj¢ represora
biatkowego NCoR =z jadra do cytoplazmy.
Jednoczesnie aktywowana kaskada wewnatrzkomor-
kowa receptora NOTCH sprawia, ze czynnik tran-
skrypcyjny RBP-JK (efektor drogi sygnatowej Notch)
aczy si¢ z promotorem genu gliogennego powodujac
jego transaktywacj¢. Ostatnim etapem transaktywacji
jest przylaczenie do promotora genu gliogennego
czynnika transkrypcyjnego NF1 (Nuclear Factor 1),
co powoduje rozpoczecie transkrypeji gendw typowych
dla réznicowania glejowego. W roznicujgcych sie
1 dojrzatych komorkach glejowych geny odpowiedzialne
za roznicowanie neuronalne sa wyciszone. Jest to
z jednej strony zwiazane z inhibicyjng dimeryzacja
gendw bHLH z czynnikami ID oraz brakiem
dostegpnosci kompleksu ko-aktywatorowego p300/CBP,
a z drugiej strony zmianami epigenetycznymi, ktore
sa omowione w nast¢pnym rozdziale.

Regulacja epigenetyczna podejmowania
decyzji rozwojowych przez Neural Stem
Cells

Pojecie epigenetyki zostalo wprowadzone przez Conrad
Waddington w 1942 roku dla opisania procesu
powstawaniu fenotypu w wyniku oddzialywania
pomigdzy genami i ich produktami [13]. Od tego
czasu definicja epigenetyki ulegala wielkrotnie
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Ryc. 4. Wspoldziatanie sygnatéow wewnatrz i zewnatrz komorkowych w réznicowaniu neuronalnym. Liczne sygnaty
zewnatrz i wewnatrzkomdrkowe determinujg rozpoczecie i dtugo$¢ trwania neurogenezy. Kluczowe w tej kaskadzie moleku-
larnej sg biatka bHLH, ktére bezposrednio promuija transkrypcije gendw neuronalnych, jednoczesnie inhibujgc gliogeneze
przez sekwestracje kofaktora p300/CBP. Podczas neurogenezy aktywacja szlaku BMP promuje neurogeneze, wptywajgc na
tworzenie kompleksu ko-aktywatora p300/CPB z czynnikiem transkrypcyjnym SMAD. Dodatkowo TrkR (receptor kinazy
tyrozynowej) po potaczeniu z neurotrofinami i PDGF, aktywuje szlak MEK-ERK-Rsk, ktéry indukuje fosforylacje czynnikéw
transkrypcyjnych rodziny C/EBP. Aktywowane czynniki C/EBP indukujg transkrypcje gendw neuronalnych. W tym samym
czasie geny indukujace gliogeneze sa zablokowane przez hypermetylacje promotoréw DNA genéw réznicowania glejowego
i przytaczenie biatka MECP2. Drugi mechanizm represyjny dotyczy aktywacji receptoréw ErbB 4 i Notch przez taczenie
odpowiednio neureguliny i ligandéw DELTA/JAGGED. Efektem tej stymulaciji jest translokacja do jadra represora NCoR
i powstanie kompleksu represyjnego z biatkiem RBP-Jk. Zmodyfikowano za Miller i Gauthier [36]

zmianom. Historycznie dotyczyta ona regulacji ekspresji
gendw przez czynniki zewnatrz i wewnatrzkomorkowe,
ktoére nie powoduja zmiany sekwencji DNA. Wedlug
obecnie funkcjonujacej definicji epigenetyka oznacza
mitotyczne 1 mejotyczne dziedziczenie zmian
ekspresji genow, ktore nie sa kodowane w ich
sekwencji DNA [27]. Taka definicja uwzglednia
metylacj¢ DNA, ktora podlega propagacji zaleznej od
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replikacji i;jest dziedziczona w liniach somatycznych,
natomiast nie uwzglednia przejSciowych/krotko-
trwatych 1 odwracalnych modyfikacji posttransla-
cyjnych histonow (np. fosforylacji). W przypadku
komorek postmitotycznych, jakimi sg neurony, zmiany
dziedziczone replikacyjnie maja mniejszy wplyw na
regulacj¢ ekspresji gendéw niz niezalezne od replikacji
metylacje i inne zmiany posttranslacyjne, ktore maja
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Ryc. 5. Wspétdziatanie sygnatow wewnatrz i zewnatrz komoérkowych w réznicowaniu glejowym. Co najmniej trzy rozne
sygnaty zewnatrzkomorkowe: ligandy CT-1, BMP2 oraz sygnat indukowany przez receptor NOTCH regulujg w sposéb
skoordynowany moment rozpoczecia gliogenezy. Gtéwnym czynnikiem jest cytokina gliogenna CT-1 (Cardiotrophin-1), ktéra
wigze i dimeryzuje ko-receptor gp130 i LIFRb. To indukuje kinazg JAK do fosforylacji i aktywacji czynnikow transkrypcyjnych
STAT3. STAT3 tworzy kompleks z czynnikami SMAD, aktywowanymi przez sygnat od receptora BMP oraz z koaktywatorem
p300/CBP. Kompleks STAT3/SMAD/ p300/CBP taczy sig¢ z promotorem genéw glejowych, (np. Gfap) i indukuje transkrypcije
tych gendw. Cytokina CT-1 réwniez wptywa na translokacje z jadra do cytoplazmy represora biatkowego NCoR. W tym samym
czasie aktywacja NOTCH powoduje, ze czynnik transkrypcyjny RBP-JK (efektor drogi sygnatowej NOTCH) tgczy sig z promo-
torem genu gliogennego i indukujgc jego transaktywacije. Proastrocytalny czynnik transkrypcyjny NF1 indukowany drogg
przekazywania sygnatu BMP tgczy sig do promotora genu gliogennego wzmachiajac jego trans aktywacje. Zmodyfikowano
za Miller i Gauthier [36]

wplyw na modyfikacje¢ struktury chromatyny [33]. lacyjnymi modyfikacjami histonow 1 miRNA.

Dlatego obecnie, wedlug Narodowego Instytutu
Zdrowia (NIH) epigenetyka dotyczy: ,,zar6wno zmian
dziedzicznych w aktywnosci genow ;jak tez zmian
dlugotrwalych w potencjale transkrypcyjnym, ktére
nie musza by¢ dziedziczone” [31]. Roznicowanie
i rozw6] komorek jest wynikiem regulacji ekspresji
gendw, uwarunkowanych metylacja DNA, posttrans-

W przypadku blizniat jednojajowych, ktére maja
identyczny material genetyczny, mechanizmy epige-
netyczne sa glowna przyczyna innego profilu
ekspresji genow 1 innego fenotypu [12]. Mlode
bliznieta monozygotyczne wykazuja podobny poziom
metylacji DNA, podczas gdy w starszym wieku
roznice sg znaczace [6].
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Aktywnos¢ genéw jest zalezna od stopnia kon-
densacji chromatyny w miejscu kodowanym przez
okreslony gen oraz od modyfikacji epigenetycznej
DNA w miejscu inicjacji transkrypcji [7]. Wzajemne
interakcje DNA z biatkami chromatyny decyduja
o dostgpnosci promotora okreslonego genu dla czyn-
nikoéw inicjujacych transkrypcje. DNA komorki
eukariotycznej ma dtugosé ok. 2 m, podczas gdy jadro
komérki ma $rednice ok. 10 pm. Kondensacja takiej
ilosci materialu genetycznego jest mozliwa dzigki
interakcji biatek chromatyny z DNA [2]. Chromatyna
na najnizszym poziomie upakowania ma strukture
nukleosomu (10 nm), wyzszy poziom stanowi widkno
30 nm (dawniej solenoid). Najwyzszy poziom
kondensacji chromatyny stanowia chromosomy metafa-
zowe, wystepujace podczas podziatu komoérkowego.
Najbardziej rozpowszechniony obraz struktury
chromatyny stanowi nukleonom, w ktérym oktamer
histonéw rdzeniowych (po dwie czasteczki H2A,
H2B, H3, H4) owinigty ;jest nicia DNA. Migdzynuk-
leosomowe, tzw. tacznikowe DNA (linker DNA),
wiaze si¢ z histonem HI, ktory stabilizuje uktad
,koralikow na sznurku” [14, 43].

Modyfikacje histonow

Posttranslacyjne modyfikacje dotycza zazwyczaj
zewnetrznych, w stosunku do rdzenia nukleosomu,
N-koncowych fragmentéw (,,ogonoéw”) histondw
tworzacych rdzen — H2A, H2B, H3, H4. Wystepuja
rowniez modyfikacje C-koncowych fragmentow H2A
i H2B. Aminokwasy moga podlega¢ acetylacji
(lizyna), metylacji (lizyna, arginina), fosforylacji
(seryna) oraz ubikwitynacji (lizyna) [S51]. Zasadowy
koniec zawierajacy np. reszty lizynowe K (fadunek
dodatni) wykazuje jonowe powinowactwo do DNA
(tadunek ujemny). Modyfikacja N-koncowych frag-
mentow histonéw przez acetylacje powoduje
zmniejszenie powinowactwa i rozluznienie struktury
wiokna 30 nm. Dzigki temu mozliwy jest dostep
czynnikow inicjujacych transkrypcje 1 aktywacja
ekspresji genow. Natomiast wplyw na aktywnosé
genow innej modyfikacji — metylacji lizyny zalezy od
miejsca jej wystgpowania [28]. Metylacja H3K4
(lizyny czwartej K4 histonu trzeciego H3), H3K36,
H3K79 jest zwiazana z aktywnoscia genow, podczas
gdy, metylacje H3K9, H3K27, H4K20 zazwyczaj
aczy sie z represja ich transkrypcji. Poziom metylacji
histonow (pojedyncza, podwojna lub potrdjna) jest
zwigzany z réznymi poziomami aktywnosci lub
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represji genow regulowanych aktywnoscia okre$lo-
nych szlakéw komorkowych [29].

Za procesy przylaczania grup acetylowych
odpowiadaja enzymy — acetylotransferazy histonow
tzw. HAT (Histone Acetyltransferase). Wykazano, ze
sposréd wcezesniej opisywanych bialek majacych
zwiazek z procesem aktywacji genow wiele ma
aktywnos¢ enzyméw HAT np. biatko p55 i bialko
p300/CBP. W zwiazku z tym, ze proces acetylacji
histonéw i w konsekwencji aktywacji genow jest
procesem odwracalnym, wykryto deacetylazy
histonéw, tzw. HDAC, enzymy, ktére usuwaja
przylaczone grupy acetylowe 1 tym samym przyczyniaja
si¢ do wyltaczenia aktywnosci gendéw [7].

Regulacja aktywnosci genoéw przez metylacje
i acetylacje

Lizyna znajdujaca si¢ w pozycji 9 histonu trzeciego
(H3K9) podobnie jak cytozyny w genomowym DNA
moga ulega¢ metylacji. Enzymy katalizujace reakcje
przylaczania grupy CH, naleza do metylotransferaz.
Metylacje H3K9, jak réwniez metylacja DNA, maja
zwiazek z utrata aktywnosci genow poprzez hetero-
chromatynizacj¢. Taki sposob wyciszania genéw
zachodzi np. w sytuacji wylaczania aktywnosci
w zaleznosci od etapu rozwojowego organizmu.
W pierwszym etapie kluczowa rol¢ odgrywa nieko-
dujace dsRNA (dwuniciowe RNA) lub siRNA (small
interfering RNA), pdzniej zachodzi aktywacja
procesu deactylacji histonow 1 metylacji lizyny 9
histonu 3. Gl6wna metylotransferaza lizyny 9 histonu
3 — SU(VAR)3-9, wspoétdziata z biatkiem HP!
(Heterochromatin ~ Proteinl) [42]. Deacetylacja
histonéw 1 metylacja lizyny 9 histonu 3 indukuje
metylacj¢ DNA. Metylowane cytozyny w pozycji C5
usytuowane w sasiedztwie guanozyn tworza dublety
CpG. U kregowcédw odcinki o dlugosci 1-2 tys. par
zasad z licznymi dubletami CpG nazywane sa ,,wys-
pami CpG”. Wykryto biatka, ktére rozpoznaja i wiaza
metylowane cytozyny: MBD lub meCP (methyl-
CpG-binding protein). Dowiedziono, ze biatka te
wchodza w sktad kompleksow deacetylaz histonow
[7, 51]. Promotory genéw metabolizmu podstawowego,
ktérych aktywnosé jest niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania organizmu oraz genow, ktorych
ekspresja jest specyficzna dla danego rodzaju
komorki charakteryzuja si¢ de-metylacja wysp CpG.
W przypadku dziedziczenia profilu metylacji po
rodzicach, méwimy o metylacji zachowawczej. Po
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replikacji DNA reszty metylowe sa przylaczane do
cytydyny nowo syntetyzowanych nici potomnych,
dokladnie w miejscach komplementarnych do obszaréw
metylacji nici rodzicielskich. Za proces ten odpowiada
metylotransferaza DNA 1 (DNNT1), ktora katalizuje
97-99,9% procesu metylacji podczas mitozy. Za
tworzenie nowego wzoru metylacji tzw. ,,metylacja de
novo” odpowiadaja metylotransferazy DNA 3a i 3b
(DNMT3a i DNMT3b). Do rodziny wyzej wymienionych
metylotransferaz nalezajeszcze DNMT2 1 DNMT3L,
ktére nie wykazuja whasciwosci katalitycznych. Rola
pierwsze] nie jest poznana, natomiast druga pehni
funkcje pomocnicze w procesie metylacji de novo [7,
29, 31].

Za utrzymywanie wzoru ekspresji  gendow
zwigzanych z rozwojem komérek odpowiadaja biatka
grupy Polycomb (biatka PcG) oraz biatka grupy
Trithorax (TrxG). Obie grupy wykazuja antagonis-
tyczne dzialanie, pierwsza powoduje wyciszanie
genow, druga utrzymywanie ich aktywno$ci. Wykazano,
ze niektore komponenty komplekséw wchodzace
w sktad obu grup bialek (PcG i TrxG) maja zdolnosé
rozpoznawania specyficznych modyfikacji lizyny
histonu trzeciego, inne za$ maja aktywnos¢ metylo-
transferazy H3K [50]. Biatka PcG tworza dwa
kompleksy: PRC1 i PRC2 (Polycomb Repressive
Complex 1 i 2). Kompleks inicjujacy wyciszanie
genéw PRC2, wykazuje aktywnos¢ deacetylazy
histonéw 1 metylotransferazy H3K27 natomiast PRC1
odpowiada za utrzymanie stanu wyciszenia. Biatka
PcG odgrywaja kluczowsa role w tworzeniu i funk-
cjonowaniu domen biwalentnych (genoéw pozosta-
jacych w gotowosdci do aktywacji) migdzy innymi
w ESC i NSC [29, 35]. W komorkach embrionalnych,
w ktorych geny pluripotencjalno$ci sa aktywne,
wystepuje metylacja lizyny 4 histonu 3 (H3K4me3
marker aktywno$ci), podczas gdy geny rozwojowe
np. w kierunku neuralnym (Ngns, Pax6, SoxI, Sox3,
Nkx2.2 i Mashl) [18, 33] maja zarébwno markery
epigenetyczne aktywnosci (H3K4me3) jak tez markery
represji (H3K27me3 — potrdjna metylacja lizyny 27
histonu 3) (Ryc 6). Ten profil metylacji histonéw
zapobiega przedwczesnemu réznicowaniu komorek,
ale zachowuje gotowos¢ gendéw do ich aktywnosci.
Neuralne komorki macierzyste wykazuja biwalentny
status chromatyny, stan gotowosci (,,Poised State”)
w obszarze gendéw zwiazanych z réznicowaniem
neuronalnym i glejowym [29]. Dodatkowo sugeruje
sie, ze we wczesnym etapie rozwoju komorek NSC
w fazie neurogennej wyspy CpG, znajdujace sig

w promotorach genéw astrocytarnych np. gfap, sa
hypermetylowane (Ryc. 5 i 6). Utrudnia to przylaczenie
do nich kompleksu aktywujacego roznicowanie
astrocytarne (STAT3-p300/CBP-SMADs) 1 w rezultacie
komérki nie wykazuja zroznicowania w kierunku
astrocytow, nawet po stymulacji cytokinami. Podczas
pozniejszego etapu rozwoju komoérek NSC, w fazie
gliogennej, promotory genu gfap sa stabo metylowane
i dlatego stymulacja cytokinami np. LIF powoduje
inicjacje réznicowania w astrocyty [23, 48]. Bialka
PcG maja swdj udzial w przejSciowym wylaczeniu
kluczowych genéw rozwojowych w komorkach
embrionalnych. W fazie gliogennej rozwoju komorek
NSC biatka PcG odpowiadaja za permanentne
wylaczenie gendéw zwiazanych z rdéznicowaniem
neuronalnym, podczas gdy w fazie neurogennej,
proces metylacji DNA jest powiazany z przej$ciowym
wylaczeniem gendéw zwiazanych z roznicowaniem
astrocytarnym [19].

Funkcjonalne RNA

Mate RNA (miRNA), jak tez male interferujace RNA
(siRNA) pelnig istotne funkcje w mechanizmie
regulacji ekspresji poszczegdlnych genéw [7]. Okazato
sig, ze miIRNA moze promowaé neurogenezg poprzez
inhibicj¢ szlaku STAT3, kluczowego w procesie
réznicowania astrocytarnego (Ryc 6) [23, 26]. Inny
mechanizm regulacji réznicowania neuronalnego
i gliogennego zaktada wystgpowanie NRSF/REST
(Neuron Restrictive Silencer Factor/Neuron-Restrictive
Silencer Factor), ktéry dzialajac hamujaco na
miR124a sprzyja ekspresji genéw nie neuronalnych.
Brak NRSF/REST sprzyja roznicowaniu neuronal-
nemu [11] (Ryc. 6).

Wptyw mikrosrodowiska in vitro na
réznicowanie neuralnych komoérek
macierzystych — badania wiasne

Jednym ze sposobéw na odzwierciedlenie naturalnego
mikrosrodowiska komérek macierzystych w warunkach
laboratoryjnych jest zastosowanie domen biofunkcjo-
nalnych. o cechach typowych dla naturalnej niszy
komorek macierzystych (wykazujacych wilasciwosci
biomimiczne). Struktura biomimiczna  in vitro
powinna  zapewni¢ caly kontekst oddzialywan
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Ryc. 6. Status epigenetyczny gendéw roéznicowania astrocytarnego podczas rozwoju neuralnych komoérek
macierzystych (NSC). Neuralne komérki macierzyste, podobnie jak ESC, w niektérych genach odznaczaja sig biwalentnym
stanem chromatyny. Oznacza to, ze posiadaja potréjna metylacje lizyny 4 histonu 3 (H3K4me3- znacznik aktywnos$ci genu),
jak réwniez potréjna metylacje lizyny 27 histonu trzeciego (H3K27me3- znacznik braku aktywnos$ci genu). DNMT - metylo-
transferaza DNA katalizuje proces przytaczania grup metylowych do cytozyny tancucha DNA. Metylowane cytozyny sa
rozpoznawane przez biatka posiadajace domene MBD (Metyl Binding Domains). W fazie neurogennej rozwoju NSC, hyper-
metylacja promotoréw gendw astrocytarnych utrudnia przytaczenie kompleksu aktywujacego JAK-STAT. NRSF/REST (Re1-
silencing transcription factor) hamuje aktywno$¢ genu miR-124, natomiast miR-124 stymuluje neurogeneze poprzez inhibicje
aktywnosci szlaku STAT. Kompleks Polycomb zawiera biatka wykazujace aktywno$¢ metylotransferazy w stosunku do H3K27
oraz H1K27 (histon tacznikowy). Metylacja tego ostatniego moze wptynaé na przytaczanie biatka HP1 zwigzanego z hetero-
chromatynizacjg i wytaczaniem aktywnos$ci genéw. Brak metylacji wysp CpG promotora genu gfap stwarza mozliwo$¢
przytaczenia sig do niego kompleksu STAT-p300. p300 poza funkcjg ko-aktywatora transkrypciji wykazuje rowniez aktywno$¢
enzymatyczng HAT(acetylotransferaza histonéw). Acetylacja histonéw wptywa na zmniejszenie powinowactwa DNA do
biatka, sprzyja rozluZnieniu chromatyny i w konsekwencji ekspresji genéw

komérek z mikroSrodowiskiem m.in. kontakty matryc¢ do immobilizacji neuralnych komorek

migedzykomorkowe i z bialkami macierzy zewnatrz-
komérkowej (ECM), jak réwniez stymulacje
rozpuszczalnymi czasteczkami sygnalowymi. W naszych
badaniach domeny biofunkcjonalne, otrzymane
zostaly metodami nano/bioinzynierii polegajacymi na
zastosowaniu migkkiej litografii i drukowania mikro-
kontaktowego badz automatycznego systemu
dozujacego mikrokrople (piezoelectric non contact
robotic spotting). Charakteryzuja si¢ okreslona geo-
metria i skladem biomateriatowym, co stanowi
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macierzystych i ich kierunkowego réznicowania.
Wykazano, iz ksztalt i wielkos¢ domen moze miec
wplyw na decyzje podejmowane przez komorki
macierzyste.  Hodowla  neuralnych  komdrek
macierzystych pochodzacych z ludzkiej krwi pgpowi-
nowej (HUCB-NSC) [8] na matrycach, zawierajacych
domeny, ktére pozycjonuja pojedyncze komorki
(mate kwadraty o boku 10 pum), powstrzymuja te
zapobiega réznicowaniu neuronalnemu, za$ cienkie
linie o szerokosci 10 pm promuja ekspresje¢ biatek
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Ryc. 7. R6znicowanie neuralnych komérek macierzystych HUCB-NSC na domenach biofunkcjonalnych o zmiennej
geometrii. Warunki hodowli oraz geometria domen biofunkcjonalnych wptywaja na réznicowanie komérek linii HUCB-NSC.
Immunolokalizacja markera neuronalnego (B-tubuliny |1, kolor zielony) i astrocytarnego (GFAP, kolor czerwony) w komdrkach
linii HUCB-NSC hodowanych na kwadratowych domenach z liniami tgczacymi, mikrodrukowanych poli-l-lizyng (A-C)
i fibronektyna (D-F) w pozywce zawierajgcej 2% surowice (A i D), surowice z dodatkiem czynnika réznicujgcego dBcAMP (B
I E) oraz w pozywce bezsurowiczej z dodatkiem dBcAMP (C i F). Strzatka obrazuje kierunkowanie wypustki neuronalnej w linii
taczacej poszczegdine domeny (F). Reprodukowano z Buzanska i wsp. [9], za zgodg Elsevier Ireland Ltd.

Ryc. 8. Wybér drogi rozwojowej neuralnych komérek macierzystych HUCB-NSC pod wptywem stymulacji biatkami
sygnalizacyjnymi. Komérki HUCB-NSC hodowano na domenach biofunkcjonalnych, otrzymanych metodg dozowania
mikrokropli. Domeny zawierajg biatko macierzy zewnatrzkomérkowe] — FIBRONEKTYNE (biatko referencyjne), oraz
mieszanine fibronektyny z okreslonymi biatkami sygnalizacyjnymi: WNT3a, SHH, CNTF, JAGGED, DKK-1. Komérki pod
wpltywem WNT3a pozostajg w wigkszosci niezréznicowane, w obecnosci CNTF, JAGGED réznicujg sig w kierunku astrocy-
tarnym, natomiast pod wptywem DKK-1 czy SHH w kierunku neuronalnym. Reprodukowano z Buzanska i wsp. [9], za zgoda,
Elsevier lreland Ltd.
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typowych dla neurondéw (Zychowicz i inni,
manuskrypt). Zastosowanie réznego skladu domen
biofunkcjonalnych wpltywa na stopien zréznicowania
komérek. Poli-L-lizyna, uzyta w procesie mikrodru-
kowania domen, oddzialujaca niespecyficznie z blona
komorkowa na zasadzie sit elektrostatycznych,
utrzymuje komoérki w  stanie niezréznicowanym,
proliferujacym, natomiast biatko macierzy zewnatrz-
komorkowej — fibronektyna, poprzez specyficzne
potaczenia z receptorami integrynowymi, umozliwia
silniejsza adhezj¢ oraz utatwia komdrkom osiaganie
neuronalnego fenotypu [10]. Dodatkowo geometria
tych domen (np. linie taczace) wplywajq na ukierun-
kowanie wzrostu aksonéw i promuja fenotyp neuronalny
(Ryc. 7) [9]. W celu zbadania mechanizmdéw moleku-
larnych lezacych u podstaw podejmowania decyzji
rozwojowych przez NSC, przeprowadzono aktywacjg
okreslonych drég przekazywania sygnalu wewnatrz-
komérkowego. Otrzymano i zastosowano wielosktad-
nikowe (mikronakroplone) domeny, zawierajace
oprocz biatka adhezyjnego — fibronektyny, réowniez
czasteczki sygnalizacyjne, takie, jak utrzymujace
w stanie niezréznicowania biatko WNT, promujace
roznicowanie astrocytarne biatka CNTF, JAGGED
i NOTCH, czy tez wplywajace pozytywnie na neuro-
geneze biatko SHH i DKKI1. Rycina 8 przedstawia
wplyw okreslonych bialek sygnalizacyjnych na specy-
fikacje losu neuralnego HUCB-NSC [9]. Badanie wplywu
mikro$rodowiska na decyzje rozwojowe komorek ma-
cierzystych jest istotnym elementem poznania
mechanizméw lezacych u podstaw podejmowania
decyzji rozwojowych przez komorki macierzyste,
a takze umozliwia zastosowanie uzyskanej wiedzy
w terapeutycznym wykorzystaniu tych komorek.

Podsumowanie

Regulacja potencjalu do réznicowania komorek jest
oparta na dwoch modelach wyciszania genow rozwo-
jowych w okreslonym obszarze chromatyny:
przejsciowe wyciszanie (stan biwalentnym) oraz
wyciszanie diugoterminowe lub permanentne. Stan
biwalentny gendéw rozwojowych zapobiega przed-
wczesnemu réznicowaniu, ale jednoczesnie umozliwia
réznicowanie w tym samym kierunku w odpowiednim
stadium rozwojowym, jest wiec glownym regula-
torem podejmowania decyzji rozwojowych przez
komoérki macierzyste. Permanentne wyciszanie genow

32

zwigzane jest z nieodwracalnym zahamowaniem
wczesniejszych lub alternatywnych drég rozwo-
jowych (np. geny pluripotencjalne w progenitorach
neuralnych lub geny rdéznicowania neuronalnego
w astrocytach). U podstaw wspomnianych powyzej
dwéch modeli wyciszania genow rozwojowych leza
podobne mechanizmy molekulame, np. biatka z grupy
polycomb (PcG) w ESC s zaangazowane w przejsciowa
represje gtownych genéw rozwojowych, natomiast ten
sam kompleks PcG w NSC w fazie gliogennej powo-
duje permanentna inhibicj¢ genéw neuronalnych
(Ryc. 6). Nie sa jasne do konica mechanizmy de-
cydujace o wyborze okreslonego modelu represji epi-
genetycznej w rozwoju komorek macierzystych. Jedna
z hipotez zaklada, ze w przypadku permanentne;j
represji przez PcG decydujaca rolg moze odgrywac
fozprzestrzenianie si¢” hypermetylacji lizyny 27
histonu H3 (H3K27me3) na sasiednie nukleosomy,
inne z kolei zakladajgz dodatkowy udziat
wyciszajacych mechanizméw, takich jak metylacja
DNA oraz metylacja H3K9 [19]. Podejmowanie
decyzji rozwojowych przez NSC jest zwiazane
z indukcja transkrypcji gendéw odpowiedzialnych za
réznicowanie neuronalne lub glejowe w okreslonych
fazach rozwoju 1 zalezy od catego kontekstu
wspotdziatania licznych drog przekazywania sygnatu
wewnatrz komorki, aktywowanych czynnikami
zewngtrznymi. Skoordynowana w czasie 1 miejscu
dostgpnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych i odpowiednia
konfiguragja przestrzenna chromatyny determinowana
modyfikacjami postranslacyjnymi decyduje o podjgciu
decyzji rozwojowe)j przez NSC.

Wiadomo réwniez, ze w okres§lonych warunkach
geny rozwojowe wyciszone “permanentnie”, moga
podlega¢ aktywacji. Przykladem tego moze bycé
otrzymywanie indukowanych komérek pluripoten-
cjanych w warunkach in vitro [34], lub in vivo indukcja
neurogenezy z dojrzalych astrocytow [4]. Badania
nad mechanizmami lezacymi u podstaw tych
procesow 1 ich kontrola sa wyzwaniem wspofczesne;j
medycyny regeneracyjnej.
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