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Streszczenie

Choroba Parkinsona to druga najczestsza choroba neurodegeneracyjna. Jej
przyczyng jest specyficzna degeneracja neuronéw produkujacych dopaming — tzw.
neuronow dopaminergicznych - w istocie czarnej $rodmoézgowia, O nieznanej w
wigkszosci przypadkow etiologii. Jedynie 10% zachorowan ma potwierdzone
jednoznacznie, dziedziczne podloze genetyczne. Neurodegeneracja ta prowadzi do
znacznego spadku zawartosci dopaminy w osrodkowym uktadzie nerwowym i tym
samym wystgpieniem charakterystycznych objawéw klinicznych do ktorych nalezg
m.in. bradykinezja, drzenia spoczynkowe oraz sztywno$¢ migsniowa (tzw. triada
objawow pierwotnych). Choroba jest postepujaca, a objawy ulegaja pogorszeniu.
Dotychczasowe metody leczenia choroby Parkinsona skupiajg si¢ na farmakologicznej
rekonstytucji dopaminy. Jest to jednak leczenie objawowe, a jego skutecznos$¢ spada w
czasie. Dlatego stale poszukuje si¢ nowych strategii terapeutycznych, ktore bylyby w
stanie usung¢ przyczyne choroby, a nie tylko jej objawy. Wsrdéd najbardziej
obiecujacych podejs¢ wymienia si¢ terapi¢ regeneracyjng z uzyciem komoérek
macierzystych.

Indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste, wynalezione w 2006 roku
przez grupe Yamanaki, otworzyly zupelnie nowy rozdziat w potencjalnym
wykorzystaniu komorek macierzystych w medycynie regeneracyjnej. Mozna je uzyskac
w sposob specyficzny dla danego organizmu. Jako pluripotencjalne maja zdolnos¢ do
réznicowania w niemal kazdy typ komodrki somatycznej. Dlatego stanowia one wielka
nadziej¢ dla terapii regeneracyjnej wielu schorzen, w tym choroby Parkinsona.

Glownym celem niniejszej pracy byto okreslenie przydatnosci indukowanych
pluripotencjalnych komodrek macierzystych, oraz otrzymywanych przez ich
réznicowanie in vitro neuroné6w dopaminergicznych, w terapii choroby Parkinsona na
przykladzie zwierzecego modelu tej choroby.

W pierwszej czesci pracy uzyskano oraz scharakteryzowano komorki iPS od
zdrowych dawcow oraz pacjentéw cierpigcych na chorobe Parkinsona. WYyizolowane
komorki somatyczne skutecznie zreprogramowano za pomoca wektora wirusowego
stworzonego na bazie wirusa Sendai z wydajnoscia rzedu 0,01%.

Rownocze$nie  prowadzono  roznicowanie  zakupionych  indukowanych

pluripotencjalnych komorek macierzystych w kierunku neuronéow dopaminergicznych
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za pomocg trzech protokotow roznicowania. Dwa z nich bazowaly na indukcji
réznicowania poprzez etap hodowli ciatek embrioidalnych w zawiesinie, jeden poprzez
podwdjng inhibicje szlaku sygnalowego SMAD. Kazdy z nich doprowadzit do
uzyskania komorek nerwowych posiadajacych ekspresje specyficznych markerow oraz
produkujacych dopaming. Wyniki uzyskane trzema protokotami poréwnano i wybrano
optymalny do uzyskiwania komodrek dopaminergicznych w celu wszczepien do
zwierzecych modeli. Niespodziewanie otrzymano takze komorki produkujgce czarny
pigment — z duzym prawdopodobienstwem neuromelaning obecng w istocie czarnej,
strukturze objetej specyficzng neurodegeneracja w chorobie Parkinsona. Uzyskano tym
samym bardzo ciekawy model in vitro, ktory moze postuzy¢ do badan nad patogeneza
choroby Parkinsona oraz roli w niej neuromelaniny.

W kolejnym kroku otrzymane komorki dopaminergiczne wszczepiono do
szczurzego modelu choroby Parkinsona w celu okreslenia ich potencjalu
terapeutycznego. Zaobserwowano obiecujacg integracje przeszczepionych komorek z
tkankg mozgowa zwierzgcia. Jednoczesnie opracowano dogodny mysi model choroby
Parkinsona cechujacy si¢ uposledzeniem odpornosci, ktory w przysztosci postuzy do
kolejnych do$wiadczen transplantacyjnych.

W ostatniej czeéci pracy opracowano genetyczne zabezpieczenie komorek
pozwalajace na skuteczng eliminacj¢ wszystkich przeszczepionych komoérek w razie ich
nieprawidlowego funkcjonowania, takiego jak tworzenie guzéw. Zwigkszono tym
samym bezpieczenstwo indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych, co
przybliza je do zastosowania w klinice.

Podsumowujac, w niniejszej pracy wykazano, ze terapia regeneracyjna choroby
Parkinsona z uzyciem indukowanych pluripotencjalnych komdrek macierzystych jest
bardzo obiecujaca strategia pozwalajacg na leczenie przyczyn, a nie tylko objawow
choroby 1 w przysztosci moze stanowi¢ alternatywe dla obecnych metod terapii choréb

neurodegeneracyjnych.
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative
disorder. It is caused by a specific degeneration of dopaming-producing (dopaminergic)
neurons in midbrain substantia nigra. The etiology of the degeneration is unknown in
most cases - only 10% of them have proved genetic and hereditary background. The
neurodegeneration leads to large decrease in dopamine content in central nervous
system and characteristic behavioral symptoms that include resting tremor, posture
disturbance and muscle rigidity. The disease is progressive and the symptoms intensify
in time. Present therapeutic strategies mainly involve pharmacological reconstitution of
dopamine. Unfortunately, it is only symptomatic therapy and its effectiveness decrease
in time. Because of that, there is a constant search for new therapies which could not
only improve the symptoms but also cure the cause of the disease. Among most
promising approaches, regenerative stem cell therapy appears to be most encouraging.

Invented in 2006 by Shinya Yamanaka’s group, induced pluripotent stem cells
(iPS) have opened a new chapter in potential application of stem cells in regenerative
medicine. They can be acquired in an organism-specific manner. As pluripotent they
possess the ability to differentiate into virtually every somatic cell type. Due to these
properties iPS cells hold great promise for cell therapy of many disorders, including
Parkinson’s disease.

The main goal of this study was to assess the usefulness of iPS and iPS-derived
dopaminergic neurons in PD therapy based on results on animal model of the disease.

In the first part, iPS cells specific for healthy volunteers and Parkinson’s disease
patients were acquired and characterized. Isolated somatic cells were efficiently
reprogrammed with Sendai virus-based vector with efficiency of 0,01%.

Simultaneously, characterized line of purchased iPS cells was differentiated into
dopaminergic neurons by three differentiation protocols. Two of them based on
induction of differentiation by suspension culture of embryoid bodies, one of them
induced differentiation by dual inhibition of SMAD signaling pathway. Each protocol
led to generation of neurons expressing specific markers and producing dopamine.
Comparison of results allowed selection of optimal protocol for generation of
dopaminergic neurons suitable for transplantations into animal models. Unexpectedly,

we also acquired cells producing black pigment — most probably neuromelanin present
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in substantia nigra — structure vulnerable to neurodegeneration in PD. This result
suggests generation of very interesting in vitro model, which may be used for future
research focused on pathomechanisms of Parkinson’s disecase and putative role of
neuromelanin in the pathogenesis.

Subsequently, differentiated dopaminergic neurons were grafted into the brain of
rat model of PD in order to determine their therapeutic potential. Promising integration
of grafted cells with surrounding brain tissue was observed. In the same time useful
murine model of PD with severe immunodeficiency was established, which will be used
in future transplantations.

In the last part genetic safeguard allowing specific elimination of all grafted
cells in case of their malfunction was developed. This approach increases safety of iPS
cells and brings closer their future clinical application.

Summarizing, in this study we present that regenerative therapy of Parkinson’s
disease involving induced pluripotent stem cells is very promising strategy enabling
treatment of causes, not only symptoms of disorders and in nearby future may become a

real alternative for present therapies of neurodegenerative diseases.
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1. Wstep

1.1 Komorki macierzyste

Kiedy na poczatku XX wieku rosyjski histolog Aleksander Maximow badat
komorki dajace poczatek komdrkom krwi z pewnoscig nie zdawat sobie sprawy jak
niesamowicie rozwinie si¢ dziedzina biologii komoérek macierzystych, ktorej dat
podwaliny. Termin komorka macierzysta (niem. Stammzelle) zostal po raz pierwszy
uzyty pod koniec XIX w. przez Theodor’a Boveri’ego i Valentin’a Héicker’a do
nazwania komorek produkujacych komorki ptciowe oraz przez Artura Pappenheim’a i
Aleksandra Maximow’a wlasnie do opisania komoérek mogacych wytworzy¢
krwinki [1]. Najczgsciej autorstwo terminu komorki macierzystej przypisuje si¢ temu
ostatniemu. W jezyku polskim termin komdrka macierzysta zastgpit dostownie
ttumaczony z jezyka angielskiego (stem cell) zwrot komérka pnia lub komorka pienna.

Komorka macierzysta to charakterystyczny typ komorki zdolny do podzialow
asymetrycznych, w wyniku ktérych powstaje komorka macierzysta odnawiajagca swoja
pule oraz komorka progenitorowa, bardziej zroznicowana, ktora daje poczatek
komorkom réznego typu [2]. Komoérki macierzyste sa wiec odpowiedzialne za
wytwarzanie zrdéznicowanych komorek potomnych. Ich fizjologiczna rola polega
glownie na rozwoju organizmu na etapie embriogenezy oraz na regeneracji tkanek i
narzgdow dorostych organizméw. Ze wzgledu na potencjat, rozumiany jako zdolnos¢
do roznicowania, wyroznia si¢ wiele typoéw komorek macierzystych, a ich klasyczna

hierarchi¢ prezentuje rycina 1.
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Komarki macierzyste:
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Potencjat do réznicowania

Rycina 1. Klasyczna hierarchia komoérek macierzystych prezentujaca wzrastajgcy stopien ich
zréznicowania wraz z rozwojem organizmu. Zrodto: wyktady Komorki macierzyste: teoria i
zastosowanie kliniczne, prof. dr hab. M. Majka, zmodyfikowano.

Pierwsza komorka macierzysta pojawiajaca si¢ w toku embriogenezy jest
totipotencjalna zygota. Komorki totipotencjalne majg zdolno$¢ do rdéznicowania we
wszystkie typy komorek, w tym tozyska. Przyktadem takiej komorki jest zaptodniona
komorka jajowa dajaca poczatek catemu organizmowi.

Kolejnym typem komorek macierzystych pojawiajacych si¢ w toku rozwoju
organizmu sg pluripotencjalne embrionalne komorki macierzyste. Pluripotencjalne
komorki moga da¢ poczatek komorkom pochodzacych ze wszystkich trzech listkow
zarodkowych (endodermy, mezodermy oraz ektodermy) powstajacych w toku
embriogenezy. Moga one wigc wytworzy¢ wszystkie typy zroznicowanych komorek, za
wyjatkiem komoérek budujacych trofoblast, ktoéry nastepnie rozwija si¢ w lozysko.
Przyktadem komorek pluripotencjalnych sg embrionalne komorki macierzyste ESC
znajdujace si¢ w wewngtrznym wezle zarodkowym blastocysty [3].

Multipotencjalne komorki macierzyste to komorki, ktére mogag da¢ poczatek
wielu typom komorek pochodzacych z jednego listka zarodkowego. Wyr6zniamy
endo-, mezo- oraz ektodermalne komorki macierzyste. Mezenchymalne komorki

macierzyste MSC to przyktad mezodermalnych multipotencjalnych komorek



macierzystych [4]. Moga one da¢ poczatek takim komoérkom jak adipocyty, osteocyty
czy chondrocyty, a wigc r6znym komorkom zaliczanym do tkanki facznej.

Najbardziej zroéznicowanym typem komoérek macierzystych sg uni- lub oligo-
potencjalne komorki macierzyste, ktore rezydujg w tkankach i sg odpowiedzialne za ich
regeneracj¢. Maja one zdolno$¢ do wytworzenia jednego Iub kilku typow komorek
somatycznych. Komoérki tego typu nazywane sa takze progenitorowymi lub
prekursorowymi. Przyktadem komorek unipotencjalnych sg mig$niowe komorki
satelitarne wytwarzajace komorki mie$ni poprzecznie pragzkowanych [5].

Z kolei ze wzgledu na pochodzenie komoérki macierzyste dzieli si¢ na
embrionalne komorki macierzyste (ESC, ang. Embryonic Stem Cells) oraz somatyczne

komorki macierzyste (SSC, ang. Somatic Stem Cells).

1.1.1 Somatyczne komorki macierzyste

Somatyczne lub doroste komodrki macierzyste rezyduja w tkankach i narzadach
dorostych organizmoéow i sa odpowiedzialne za ich regeneracje. Oczywiscie dojrzale
narzady organizméw réznig si¢ pomigdzy soba zdolno$ciami regeneracyjnymi, a
poszczegblne typy somatycznych komodrek macierzystych rdznig si¢ potencjatem do
wytwarzania roznych typéw komorek. Uwaza si¢, ze w dorostych organizmach
wystepuja komorki multipotencjalne oraz unipotencjalne, a wigc o ograniczonym
potencjale proliferacyjnym. Doroste komoérki macierzyste wystepuja W niewielkich
ilosciach w takich tkankach jak: szpik kostny, trzustka, watroba, naskorek, rogéwka czy
siatkowka oka. Co ciekawe niedawno wykazano ich obecno$¢ rowniez w dorostym
moézgu [6]. Kazdy typ somatycznych komorek macierzystych posiada charakterystyczny
zestaw markerOw powierzchniowych [7]. Zaletami uzycia somatycznych komorek
macierzystych w medycynie regeneracyjnej sa: ich catkowita zgodno$¢ tkankowa z
komorkami biorcy (uktad autologiczny, w ktérym komorki do terapii mozna pobraé z
organizmu pacjenta) oraz bezpieczenstwo regeneracji wywolane ograniczonym
potencjalem komoérek SSC do roznicowania — ich uzyciu nie towarzyszy ryzyko
nowotworzenia. Niestety w warunkach fizjologicznych jedynie cz¢$¢ narzadoéw ulega
wystarczajacej regeneracji po rozleglym uszkodzeniu (np. watroba), a wigkszo$¢ z nich

wymaga transplantacji w celu naprawy [8]. Ograniczona dost¢gpno$¢ oraz niski
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potencjat somatycznych komodrek macierzystych do réznicowania to ich najwigksze
wady.

W ostatnich latach pojawia si¢ coraz wigcej doniesien na temat wystgpowania w
dorostym organizmie komorek, ktore swoim potencjatem przekraczajg ograniczenie
réznicowania w komorki jednego listka zarodkowego. Wielu autordw opisuje
somatyczne pluripotencjalne komorki macierzyste wyizolowane z réznych tkanek oraz
nadaje im roézne nazwy [9]. Nalezy zaznaczy¢, ze w tej dziedzinie panuje spory
nieporzadek zwigzany z nomenklaturg oraz nazewnictwem potencjatu uzyskanych
komorek. Wyizolowane komorki sg opisywane jako pluripotencjalne ze wzgledu na ich
trojlistkowy potencjat do réznicowania in  vitro lub zestaw markerow
powierzchniowych. Przyktadami takich komorek sg wyizolowane ze szpiku kostnego
komorki MIAMI (ang. Marrow-Isolated Adult Multilineage Inducible (MIAMI) cells)
[10], uzyskane z krwi pgpowinowej komorki USSC (ang. Unrestricted Somatic Stem
Cells) [11] czy bardzo mate komoérki o cechach komoérek embrionalnych VSEL (ang.
Very Small Embryonic-Like stem cells) [12].

Ilo§¢ prac donoszacych o obecnosci w dorostym organizmie komorek
pluripotencjalnych daje wiele do mys$lenia. Kaze takze zweryfikowaé klasyczng
hierarchi¢ komorek macierzystych zaprezentowang na rycinie 1 oraz powtornie
rozpatrzy¢ ide¢ plastycznosci somatycznych komorek macierzystych [13], wedle ktorej
komorki macierzyste sa zdolne do wytwarzania zréznicowanych typow komorek, ktore
nie leza w ich kanonicznym potencjale roznicowania. Przyszie lata powinny przynies¢
bardziej rozstrzygajaca odpowiedZz na pytanie, czy w doroslym organizmie istniejg

komorki 0 potencjale wykraczajacym po za bariere jednego listka zarodkowego.

Opisujac somatyczne komorki macierzyste warto wspomnie¢ o nowotworowych
komorkach macierzystych CSC — (ang. Cancer Stem Cells) [14]. Komorki te,
wyizolowane dla wielu typéw nowotwordow, posiadaja ekspresje markerow
powierzchniowych charakterystycznych dla prawidlowych komorek macierzystych
narzadow i tkanek, z ktorych wywodza si¢ nowotwory. Ponadto, bedac szczegolnie
odporne na radio- i chemioterapie, odpowiadajg za wzrost, progresje metastatyczng oraz
wznowe choroby. Dlatego nowotworowe komorki macierzyste stajg si¢ waznym celem

terapii przeciwnowotworowych.
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1.1.2 Embrionalne komorki macierzyste

Embrionalne komodrki macierzyste (ESC), w przeciwienstwie do somatycznych
komorek macierzystych, to komoérki wystepujace tylko w zarodku. Na etapie
blastocysty znajdujg sie one w wewnetrznym wezle zarodkowym (ang. inner cell mass)
1 bedac pluripotencjalne rozwijaja si¢ we wszystkie tkanki zarodka. Posiadaja one
znaczng przewage nad somatycznymi komoérkami macierzystymi mogac roznicowaé w
komorki trzech listkow zarodkowych. Fakt ten sprawit, ze komoérki ESC od zawsze byly
obiecujacym kandydatem do zastosowania w medycynie regeneracyjne;j.

Po raz pierwszy wyizolowano mysie embrionalne komorki macierzyste w 1981
roku [3], [15] . Natomiast prawdziwym postepem okazalo si¢ wyizolowanie przez grupg
Thomsona ludzkich embrionalnych komoérek macierzystych [16] w 1998 roku. Ludzkie
embrionalne komorki macierzyste posiadaja ekspresje  zestawu markerow
powierzchniowych charakterystycznych dla wszystkich komorek pluripotencjalnych.
Niektore z tym markerow to antygeny powierzchniowe SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60,
TRA-1-81. Badania Thomsona i wspotpracownikow sprawily, ze realne stato si¢
zastosowanie ludzkich pluripotencjalnych komoérek macierzystych w medycynie
regeneracyjnej, a nie tylko w badaniach podstawowych. Mimo olbrzymich zalet tych
komorek, takich jak nieograniczony potencjat proliferacyjny oraz zdolno$¢ do
tworzenia wszystkich niemal typéw komorek in vitro, towarzyszy im réwniez sporo
ograniczen. Po pierwsze, embrionalne komorki macierzyste oraz uzyskane z nich
zréznicowane komorki somatyczne zawsze beda obarczone problemami zwigzanymi ze
zgodnoscig immunologiczng, gdyz izolowane sg z zarodka 1 nie sposob otrzymac je w
sposob specyficzny dla danego dorostego organizmu. Po drugie, izolacji ESC zawsze
towarzyszy dezintegracja zarodka. Jest to przeszkoda etyczna, dla wielu badaczy
niepozwalajaca na prace z tymi komoérkami. Moze to jednak by¢ takze przeszkoda
prawna — w wielu krajach, w tym w Polsce, dozwolone sg jedynie badania na juz
wyprowadzonych liniach ludzkich komoérek ESC. Jednak polityka prawna dotyczaca
pracy na embrionalnych komodrkach macierzystych jest bardzo odmienna w roéznych
krajach. Np. w Niemczech, Wioszech i1 Finlandii obowigzuje podobne prawodawstwo
jak w Polsce. Jednak np. we Francji, Hiszpanii czy Holandii mozna uzyskiwa¢ ESC z
nadmiarowych zarodkoéw powstatych w wyniku zaptodnienia in vitro. Inne kraje — jak
np. Szwecja, Wielka Brytania, Japonia czy Chiny - sa w tej materii jeszcze bardziej

liberalne i pozwalajg na rdézne metody tworzenia embrionalnych komorek
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macierzystych. Co wazne, brak jest jednoznacznych europejskich przepisow w tej
materii. Z kolei w USA mamy do czynienia z r6znymi normami prawnymi w réoznych
stanach — od zakazu pracy na zarodkach po projekty finansowane z budzetu
panstwa [17].

Mimo wielkich mozliwosci wykorzystania w terapii regeneracyjnej embrionalne
komorki macierzyste obarczone s licznymi ograniczeniami takimi jak: wspomniane
aspekty moralno-etyczne i prawne, ograniczona dostepno$¢ komorek oraz problemy ze
zgodnos$cig tkankowg. Dlatego stale trwajg badania nad znalezieniem alternatywy dla

uzycia ESC.

Ograniczenie zwigzane z immunogennoscia komorek ESC mozna pokonad
dzigki uzyskaniu komoérek embrionalnych technikg fuzji komorek lub transferu jadra.
Fuzja komorki somatycznej oraz embrionalnej komorki macierzystej pozwala uzyskac
komorke hybrydowsa, ktora bedzie przypominata komodrke organizmu, z ktdérego
pochodzita uzyta komoérka somatyczna. PodejsScie to jednak nie pozwala na uzycie
uzyskanej komorki w klinice, gdyz bedzie ona tetraploidalna, co nie jest fizjologiczne
[18]. Ponadto problem dezintegracji zarodka w celu izolacji komoérki embrionalnej
wecale nie zostaje rozwigzany.

W 1962 sir John Gurdon po raz pierwszy pokazal, Zze technika transferu jadra
komorki somatycznej (SCNT, ang. Somatic Cell Nuclear Transfer) pozwala na
reprogramowanie komorki somatycznej i odzyskanie przez nig cech komorki
embrionalnej [19]. W pracy tej pokazano, ze wprowadzenie jadra komoérkowego
dorostej komorki somatycznej do enukleowanego (pozbawionego jadra komodrkowego)
oocytu wystarcza do powstania prawidtowej zygoty, ktdra nastgpnie jest w stanie
rozwing¢ si¢ w dorosly organizm, identyczny genetycznie z organizmem, z ktdrego
pochodzita wyjsciowa komodrka somatyczna. Technika transferu jadra komorki
somatycznej umozliwia nie tylko klonowanie reprodukcyjne zwierzat, ale takze
uzyskanie embrionalnych komoérek macierzystych, specyficznych dla danego, dorostego
organizmu. Sir John Gurdon w swej przelomowej pracy sklonowal zabg z gatunku
Xenopus laevis, ale przede wszystkim pokazal, ze to cytoplazma komorki (a nie jadro
komorkowe) decyduje o jej losach rozumianych jako nabywanie cech komorki
macierzystej lub somatycznej. Dopiero wiele lat pozniej miato okaza¢ si¢, ze chodzi o
obecno$¢ w cytoplazmie odpowiednich czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych

ekspresje genow odpowiedzialnych za stan macierzystosci komorki. Wart odnotowania
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jest fakt, ze w powstatej w wyniku transferu jadrowego komorce (oraz ewentualnym
sklonowanym organizmie) wszystkie mitochondria (oraz inne organelle) beda
pochodzi¢ od dawcy komorki jajowe;.

Technika transferu jadra komoérki somatycznej, ktorej schemat prezentuje rycina
2, na przestrzeni wielu lat pozwolita na sklonowanie oraz uzyskanie embrionalnych
komorek macierzystych wielu zwierzat. Najbardziej znanym z nich jest pierwszy
sklonowany ssak - owca Dolly sklonowana w 1997 roku przez lana Wilmuta [20].
Technika ta potencjalnie umozliwia réwniez klonowanie wymartych zwierzat, takich

jak np. Mamut wlochaty, oraz ich reintrodukcj¢ do srodowiska [21], [22].
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Rycina 2. Schemat techniki transferu jadra komorki somatycznej. Po wprowadzeniu
jadra komorki somatycznej do enukleowanego oocytu powstala komorka rozwija si¢ w
funkcjonalny zarodek. Po jego implantacji do matki zastepcze] mozliwe staje si¢
uzyskanie organizmu identycznego genetycznie z dawca komorki somatyczne;.
Technika ta umozliwia réwniez uzyskanie embrionalnych komoérek macierzystych
specyficznych dla dorostego organizmu (SCNT-ESC).
Zrodto: http://www.biotechnologyonline.gov.au/popups/img_scnt.html, zmienione.

Przez wiele lat naukowcom nie udawato si¢ uzyska¢ ta metoda ludzkich
embrionalnych komorek macierzystych. Az do roku 2013, kiedy pokazano, ze mozna
technikg SCNT uzyskac¢ ludzkie embrionalne komorki macierzyste [23]. W pracy tej
pokonano techniczne przeszkody uzyskujac embrionalne komorki macierzyste SCNT-

ESC z komoérek noworodkow. Rok pozniej udato si¢ uzyskac takie komoérki z komorek
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somatycznych dorostych organizmoéw — fibroblastow pobranych od 35-cio oraz 75-cio
letnich mezczyzn [24].

Rozw¢j technik zwigzanych z transferem jadra komorki somatycznej pozwolit
na uzyskanie pluripotencjalnych embrionalnych komorek macierzystych dorostych
organizmow. Odkrycie to pozwolito oming¢ wiele ograniczen zwigzanych z uzyciem
embrionalnych komoérek macierzystych. Usunigty zostat problem zgodnos$ci tkankowej
(uzyskano komorki autologiczne) oraz (przynajmniej czgsciowo) dezintegracji zarodka.
Pozostaly jednak ograniczenia zwigzane z dostepnosciag materialu — problem
dostepnosci blastocyst do izolacji ESC zostal zamieniony na problem dostgpnosci
oocytow do SCNT. Izolacja komérek SCNT-ESC wcigz powoduje dezintegracje
zarodka, tyle ze wytworzonego technika SCNT. Niemniej jednak postgp zwiazany z
technika SCNT 2z pewnoscig przyblizyl embrionalne komorki macierzyste do

zastosowania w terapii regeneracyjnej.

1.1.3 Uzyskanie indukowanych pluripotencjalnych  komorek
macierzystych

Prawdziwy przetom w biologii komoérek macierzystych dokonat si¢ w 2006
roku, kiedy to grupa profesora Yamanaki po raz pierwszy pokazata, ze mozliwe jest
uzyskanie mysich pluripotencjalnych komorek macierzystych z komorek somatycznych
dorostego organizmu przez egzogenne wprowadzenie czynnikow transkrypcyjnych
[25]. Uzyskane komoérki nazwano indukowanymi pluripotencjalnymi komorkami
macierzystymi (ang. iPS, induced Pluripotent Stem cells), a proces ich uzyskiwania
przyjeto si¢ nazywa¢ — od zmiany programu rozwoju komorki z somatycznego na
macierzysty — reprogramowaniem. Koncept jaki przyswiecatl profesorowi Yamanace byt
genialny w swej prostocie. Zatozyl on bowiem, Ze istnieje zestaw gendw, ktore ulegaja
ekspresji w komorkach macierzystych, a ktore sa wyciszane w toku rdznicowania.
Produkty tych genow mialy by¢ odpowiedzialne za potencjat i cechy komorek
macierzystych. Po wprowadzeniu tych genéw do komoérki somatycznej miata ona
odzyskiwa¢ stan macierzystosci. Zespdl Yamanaki zidentyfikowat 24 geny —
kandydatow na czynniki reprogramujgce. Po wprowadzeniu za pomocg wektorow onko-
retrowirusowych wszystkich 24 transgenéw rzeczywiscie udato si¢ uzyska¢ komorki

przypominajace morfologia i ekspresja markerow komorki embrionalne. W wyniku
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tytanicznej pracy udato si¢ zestaw ten zawezi¢ do czterech gendéw czynnikow
transkrypcyjnych — Oct3/4, Sox2, KIf4 oraz c-Myc, ktore okazaly si¢ wystarczajace do
indukcji pluripotencji. Rok p6zniej ta sama grupa pokazata, ze mozna tez w ten sposob
uzyska¢ komorki ludzkie [26]. Uzyskano wiec indukowane komorki macierzyste, ktore
pod kazdym wzgledem przypominaty embrionalne komorki macierzyste. Jak pisze sam
prof. Yamanaka [27] jego badania byly w znacznej mierze zainspirowane wynikami
prof. Gurdon’a [19] oraz prof. Tady [18] zwigzanymi z reprogramowaniem jadra
komorki somatycznej po wprowadzeniu do cytoplazmy enukleowanego oocytu lub po
fuzji z komoérka embrionalng. W cytoplazmie oocytu oraz komoérki ESC znajduja si¢
czynniki transkrypcyjne niezb¢dne do wywotania reprogramowania - uruchomienia
ekspresji gendw niezbednych do tego, aby komoérka somatyczna uzyskala cechy
pluripotencjalnej komorki macierzystej. W doswiadczeniu Yamanaki ekspresja tych
czynnikow zostala wymuszona w komoérce somatycznej przy uzyciu wektorow
wirusowych. Ukazanie si¢ prac pokazujacych uzyskanie komorek iPS przez inne grupy
[30, 31] juz w 2007 roku sugeruje ich zaawansowane prace nad ta technologia. Jednak
to grupa Yamanaki okazata si¢ by¢ pierwsza.

Za swe zastugi dla biologii komorek macierzystych sir John B. Gurdon oraz
Shinya Yamanaka zostali w 2012 roku uhonorowani nagroda Nobla w dziedzinie
fizjologia/medycyna za ,odkrycie, ze dorosta komodrka somatyczna moze zostaé

reprogramowana i sta¢ si¢ pluripotencjalna”.
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Rycina 3. Laureaci nagrody Nobla 2012 —
profesorowie Shinya Yamanaka oraz John
B. Gurdon (A) oraz mikrofotografia
kolonii komérek iPS (B). Zrodta:
http://gladstoneinstitutes.org/nobel/media,
[26], zmodyfikowano.

1.1.4 Indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste stwarzaja
nowe perspektywy

Wynalezienie indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPS)
otworzyto zupelnie nowy rozdzial w badaniach nad uzyciem komoérek macierzystych w
medycynie regeneracyjnej. Stalo si¢ to za sprawa faktu, iz komorki iPS posiadaja
wszystkie zalety embrionalnych komoérek macierzystych ESC bgdac wolnymi od ich
najpowazniejszych ograniczen. Przede wszystkim majg mozliwo$¢ réznicowania w
komorki wszystkich trzech listkow zarodkowych. Poniewaz sg uzyskiwane z dojrzatych
komorek somatycznych (reprogramowaé mozna potencjalnie kazdy typ komorki
somatycznej), mozna je uzyska¢ w sposob autologiczny, specyficzny dla danego
organizmu [30]. Pozwala to oming¢ przeszkode zwigzang ze zgodnoscig
immunologiczng komoérek. W toku ich uzyskiwania nie zachodzi konieczno$¢ uzycia

lub zniszczenia komorek zarodkowych ani gamet. W zwiazku z tym znikaja réwniez
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problemy etyczne i prawne, a takze zwigzane z dostgpnoscia komorek. Metody
uzyskiwania zréznicowanych komorek réznych typow, ktéore moga okazaé sie¢
konieczne do regeneracji pewnych narzadow sg juz powszechne i dobrze opisane.
Dlatego komorki iPS w praktyce s3 juz teraz doskonatym zrodiem wielu typow
komorek somatycznych [31].

Wszystkie cechy indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych
sprawiaja, ze staly si¢ one przetlomem w badaniach nad wykorzystaniem komorek
macierzystych nie tylko w badaniach podstawowych, ale takze majgcych potencjalne
zastosowanie w spersonalizowanej medycynie regeneracyjnej. Perspektywy uzycia
klinicznego oraz potencjalne zastosowania indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych podsumowuje rycina 4.

Biologia indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych bardzo
szybko stata si¢ niezwykle dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing. Od 2011 roku roczna
liczba publikacji dotyczacych komorek iPS regularnie przekracza 1000, w 2013 roku
przekroczyta 1500. Te liczby, oraz krotki czas, jaki uptynat od odkrycia do nagrodzenia
tworcy nagroda Nobla pokazuja jak wielkie nadzieje wigze si¢ z klinicznym

zastosowaniem komorek iPS.

=
I—— = o
%‘@

Czynniki

- “;w reprogramujace

* = Komérki iPS
£ 2 {
Badanie rozwoju,

¥
Badanie lekéw, ¢ kont’roli ekspre§ji
testy ( genow, procesow
cytotoksycznosci, @ > nowotworowych

modele choréb in
vitro

Pluripotencjalne komérki macierzyste
w hodowli in vitro

v

Komérki/tkanki dla celéw terapeutycznych lub badawczych

.‘ @ P2 =i oS T !
szpik kostny komérkinerwowe komoérkimiesnia komorkitrzustki
serca

Rycina 4. Zastosowanie indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych w
badaniach podstawowych oraz translacyjnych. Zrodta internetowe, zmodyfikowane.
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1.1.5 Metody uzyskiwania indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych

Indukcja pluripotencji w komorkach somatycznych wymaga egzogennego
dostarczenia czynnikéw reprogramujacych. Jest to krok niezbedny do uruchomienia
kaskady zdarzen prowadzacych do odzyskania przez komodrke somatyczng fenotypu
komorki pluripotencjalnej. W oryginalnej pracy grupa Yamanaki uzyta wektoréw onko-
retrowirusowych (stworzonych na bazie onko-retrowirusa mysiej biataczki Moloney’a,
MMLYV, ang. Murine Moloney’s Leukemia Virus) do dostarczenia genow czterech
czynnikéw transkrypcyjnych (Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc) wystarczajacych do
reprogramowania komorki somatycznej [25]. WSszystkie te czynniki transkrypcyjne
regulujg prawidtowy rozwoj embrionalny, podtrzymujg stan niezr6znicowany, a ich
funkcje pozwalaja czeSciowo zrozumie¢ modele zwierzat, w ktorych dokonano
wylaczenia tych gendw.

Czynniki transkrypcyjne Oct3/4 oraz Sox2 wydaja si¢ by¢ we wspomnianym
zestawie niezastgpione. OcCt3/4 (zwany takze POUSF1) to nadrzedny embrionalny
czynnik transkrypcyjny posiadajacy konserwatywna domeng POU. Jest on obecny
przede wszystkim we wczesnych embrionach, gdzie reguluje procesy réoznicowania oraz
podtrzymania pluripotencji. Jego wytaczenie powoduje $mieré¢ zarodkow w okresie
preimplantacyjnym [32]. Z kolei czynnik Sox2 zostat zidentyfikowany jako biatko Sox
(ang. SRY (Sex-determining Region Y)-related HMG (High Mobility Group) box)
obecne w komodrkach embrionalnych. Podobnie jak Oct3/4 obecny jest we wczesnych
zarodkach, ale takze (odmiennie niz Oct3/4) w komorkach multipotencjalnych. Jego
knock-out powoduje $mier¢ zarodkow w okresie implantacyjnym [33]. Czynniki Oct3/4
oraz Sox2 tworzag ze sobg heterodimery 1 reguluja ekspresj¢ wielu genow
odpowiedzialnych za podtrzymanie stanu macierzystosci m.in. genow FGF4, UTF1,
NANOG, FBX15 oraz swoich wtasnych [34].

Klf4 nalezy do grupy czynnikow podobnych do czynnika Kriippel (ang.
Kriippel-Like Factors), bialek zawierajacych domeng palcow-cynkowych. Gen KLF4
posiada ekspresje zaréwno w komorkach ESC jak i w zréznicowanych komorkach
epitelialnych. Jego wylaczenie powoduje $mier¢ nowonarodzonych myszy po ok. 15
godzinach od urodzenia w wyniku zaburzen rozwoju, co wskazuje, na jego udziat w

regulacji rownowagi procesow proliferacji i réznicowania. Bierze on udziat rowniez w
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procesach samoodnowy komorek embrionalnych oraz w nowotworzeniu, gdzie moze
petié¢ funkcje zarowno onkogenu jak i genu supresorowego [35].

Produkt proto-onkogeu C-MYC wigze si¢ z wieloma genami, ktorych produkty
stymulujg proliferacje oraz transformacje nowotworowa. Ma on okoto 25 000 miegjsc
wigzania w genomie, migdzy innymi asocjuje z kompleksem acetylotrasferazy
histonow. Jego rola w reprogramowaniu polega gtownie na przyspieszaniu procesu,
regulacji stanu epigenetycznego komorki oraz stymulacji podziatéw komorkowych
[25].

Wart odnotowania jest fakt, iz innym grupom badawczym udato si¢ uzyskac
komorki iPS uzywajac innego zestawu czynnikoéw reprogramujacych (Oct3/4, Sox2,
Nanog, Lin28) [29]. Produkty genow NANOG oraz LIN28 nie sg do reprogramowania
niezbedne, jednak stymuluja one samoodnowe¢ oraz zwigkszaja przezywalnosé
embrionalnych komoérek macierzystych. Oct3/4, Sox2 oraz Nanog posiadajg wspolne
cele w genomie komodrek embrionalnych [34]. Co wazne, wszystkie wprowadzone,
transgeny zostaja w zreprogramowanej juz komorce wyciszone [26]. Wlaczona zastaje
natomiast endogenna ekspresja gendéw  charakterystycznych dla  komorek
embrionalnych, co powoduje drastyczng zmiang fenotypu komorki somatyczne;.

Podejscie wirusowe, za pomoca ktorego uzyskano komorki iPS po raz pierwszy,
posiada wiele zalet: wydajng i stabilng ekspresje transgenu, oraz tatwos¢ transdukcji
wielu typow komorek. Wigze sie jednak z integracja genomu wirusa do genomu
komorki. Jest to podejscie z punktu widzenia wykorzystania komorek iPS w klinice
wysoce niebezpieczne, ze wzgledu na ryzyko mutagenezy insercyjnej. Uzycie
wektorow wirusowych integrujacych transgen do genomu komorki docelowej (czy to
wektorow onko-retro- czy lenti-wirusowych opartych na wirusie HIV) moze
spowodowac przerwanie cigglosci genow - i tym samym mutacj¢ typu utraty funkcji —
lub uaktywnienie onkogenéw — co moze prowadzi¢ do nowotworzenia. Dlatego na
przestrzeni ostatnich 7 lat powstato wiele alternatywnych metod reprogramowania
komorek, dazacych do zwigkszenia bezpieczenstwa uzyskanych komorek w
potencjalnym wykorzystaniu w klinice.

Pierwszym trendem byta eliminacja potencjalnego proto-onkogenu C-MYC z
zestawu czynnikOw reprogramujacych [36], [37] oraz stopniowa redukcja liczby
transgenéw wprowadzanych do komoérki w wyniku badz endogennej ekspresji
niektorych czynnikow transkrypcyjnych w reprogramowanych komorkach [38], badz

zastepowania ich zwigzkami chemicznymi, pelnigcymi funkcje substytutow czynnikow
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transkrypcyjnych [39], [40], [41] lub zwigkszajacych, zwykle niska (0,02%) wydajnos¢
reprogramowania [42].

Kolejnym trendem byto wtasnie podnoszenie wydajnos$ci reprogramowania np.
przez uzycie zwigzkow chemicznych w trakcie reprogramowania. Przyktadem takich
zwigzkoéw sa inhibitory deacetylaz histonéw (kwas walproinowy i mastowy), ktore
wywoluja remodeling chromatyny powodujac zwigkszenie ekspresji genéw zwigzanych
z pluripotencja [43], a tym samym ulatwiajgc reprogramowanie. Wsérdéd innych
czynnikow zwiekszajgcych wydajno$¢ reprogramowania wymieni¢ nalezy hipoksje [44]
oraz umieszczenie wszystkich transgenéw w jednym, policistronowym wektorze [45],
co zwigksza szanse na dostarczenie wszystkich czynnikéw reprogramujacych do
komorki docelowej. Niedawno, pokazano, ze zahamowanie kompleksu remodelingu i
deacetylacji nukleosomu Mbd3/NuRD (ang. Nucleosome Remodelling and
Deacetylation) synchronizuje, znacznie przyspiesza, oraz zwigksza wydajnosé
reprogramowania (do wartosci bliskich 100%), co wskazuje na niezwykle istotng rolg
stanu epigenetycznego komorki w trakcie reprogramowania [46].

W celu uniknigcia integracji genomu wirusa do genomu reprogramowanej
komorki zaczeto stosowaé samo-wycinajgce si¢ wektory wirusowe [47] (w przypadku
ktorych dochodzi do usunigcia transgenéow z genomu komorki z uzyciem systemu
rekombinazy Cre, co usuwa ryzyko niebezpiecznej reaktywacji transgenow), po ktorych
pozostaje jednak krotka sekwencja wbudowana w genom komorki. Tym samym ryzyko
mutagenezy insercyjnej wcale nie znika, a osobne dostarczenie genéw koniecznych do
wyciecia transgenu nastrecza dodatkowych probleméw.

Innym podejsciem jest uzycie nieintegrujacych wektorow wirusowych takich jak
wektor oparty na RNA-wirusie Sendai [48], ktorego caty cykl zyciowy odbywa si¢ w
cytoplazmie komorki, czy wektor adenowirusowy [49]. Wada tego ostatniego jest
immunogenno$¢ adenowiruséw oraz bardzo niska wydajnos$¢ reprogramowania za jego
posrednictwem. Uzycie wektora opartego na wirusie Sendai wydaje si¢ by¢ obiecujace,
jednak jego wadami sa wysoki koszt oraz problematyczno$¢ jego usunigcia, z
reprogramowanych juz komorek, gdzie dochodzi do jego replikacji.

W celu eliminacji wielu wad uzycia wektorow wirusowych stosuje si¢ metody
reprogramowania wolne od wiruséw. I tak geny czynnikow reprogramujacych mozna
dostarcza¢ w postaci plazmidoéw [50], episomalnych wektorow [51], matych kolistych
czasteczek DNA zwanych minicircles, ktoére powstaly przez usunigcie wirusowych

sekwencji z plazmidow [52] lub w postaci transpozonu piggyBAC [53], [54]. Ceng za
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zwigkszenie bezpieczenstwa uzyskanych komorek jest generalnie niska wydajnosc
reprogramowania (ok. 100x nizsza w przypadku uzycia plazmidéw niz wektrow onko-
retrowirusowych) oraz koniecznos¢ wielokrotnej transfekcji w celu zapewnienia
ekspresji czynnikow transkrypcyjnych przez caly okres reprogramowania (zalezy od
metody, ok. 20 dni). Uzyciu transpozonu towarzyszg dodatkowo takie same
ograniczenia jak w przypadku uzycia wycinajacych si¢ wektoréw lentiwirusowych.

Dostarczaniu DNA w celu reprogramowania zawsze towarzyszy ryzyko insercji
do genomu. Aby je usung¢ stosuje si¢ reprogramowanie za pomocg syntetycznego
mRNA dla czynnikow reprogramujgcych [55] lub czgsteczek mikroRNA [56]. Uzycie
mRNA, ze wzgledu na jego immunogenno$¢ oraz niestabilno$¢ wymusza stworzenie
syntetycznych czasteczek (niefizjologiczne zasady w nim obecne znosza jego
immunogenno$¢) oraz wielokrotnos$¢ transfekcji. MikroRNA (miR) to mate czasteczki
RNA regulujace ekspresj¢ genéw. Niektore z nich (miR302 i miR367) reguluja miedzy
innymi ekspresje gendw odpowiedzialnych za stan macierzystosci komorki.

W celu reprogramowania komodrek somatycznych w sposob catkowicie wolny
od kwasow nukleinowych opracowano metode wielokrotnego dostarczania gotowych
czynnikow transkrypcyjnych w postaci biatek (ktére wnikajg do komorki dzigki
obecno$ci ciggébw argininowych w sekwencji) [57], [58] oraz metod¢ chemicznej
indukcji  pluripotencji  [59]. W tej ostatniej metodzie zestaw czynnikow
transkrypcyjnych w komplecie zastgpiono koktajlem o$miu zwigzkéw chemicznych,
ktorych efekt dziatania zastepuje ekspresje genow czynnikdw transkrypcyjnych
wywotujacych reprogramowanie. Zwigzki te to gldwnie inhibitory kinaz, ktore
wplywaja na ekspresje genow zwigzanych z réznicowaniem komorek [60].

Mimo, ze uzyskiwanie komorek iPS za pomoca biatek jest mato wydajne,
wymaga wielokrotnego ich dostarczania oraz jest technicznie skomplikowane, a
chemiczna indukcja pluripotencji jest procesem kosztownym oraz rowniez technicznie
ztozonym, te dwie metody wydajg si¢ dostarcza¢ komoérek o najmniej niebezpiecznym,
pod katem uzycia w klinice, charakterze.

Wszystkie metody uzyskiwania indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych daza do uzyskania komorek, ktore bylyby maksymalnie bezpieczne w
uzyciu w medycynie regeneracyjnej, gdzie zastosowanie znalez¢ mogg jedynie komoérki
wolne od manipulacji genetycznej obcigzonej ryzykiem mutagenezy [61]. Bez
zapewnienia maksymalnego bezpieczefistwa, technologia komorek iPS nie zostanie

dopuszczona do klinik.
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1.1.6 Potencjalne  kliniczne  zastosowanie  indukowanych
pluripotencjalnych komorek macierzystych

Ze wzgledu na cechy indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych
istnieje bardzo wiele ich zastosowan w badaniach podstawowych, ktore zebrano na
rycinie 4, a ktore dotycza gldwnie badan nad rozwojem organizmu, réznicowaniem
komorek macierzystych, rolg konkretnych genéw w embriogenezie itp. Z komorkami
iPS wigze si¢ jednak rowniez wielkie nadzieje na zastosowanie kliniczne. Wynikaja one
przede wszystkim z niebywatego potencjatu komoérek pluripotencjalnych, ktory daje
nadzieje na wytworzenie autologicznych, trudno regenerujacych si¢ komorek i tkanek,
takich jak np. komorki nerwowe czy komorki migsnia sercowego. Uzyskane przez
réznicowanie komoérek iPS komoérki somatyczne nie tylko moga postuzy¢é wprost w
terapii regeneracyjnej u pacjentow (do czego jeszcze prawdopodobnie daleka droga),
ale mogg takze stanowi¢ doskonaly model choroby in vitro. Poniewaz komorki iPS
otrzyma¢ mozna z kazdej komorki somatycznej dowolnego dorostego organizmu
wysoce interesujacym jest otrzymywanie komorek iPS od pacjentow cierpiacych na
réznorodne choroby, w ktorych zachodzi potrzeba regeneracji tkanek i narzadow.

Do tej pory udato si¢ uzyskac¢ indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste

(oraz docelowe komoérki somatyczne z nich wyréznicowane) specyficzne dla pacjentow:

e cierpigcych na choroby genetyczne takie jak: zespot Downa, cigzki ztozony niedobor
odporno$ci w wyniku niedoboru deaminazy adenozynowej (SCID/ADA), choroba
Gaucher’a, zespdt Lesch-Nyhan’a, dystrofia migsniowa Duchenne’a oraz Becker’a
[62], zespot dhugiego QT [63], rdzeniowy zanik migsni [64] czy zespot LEOPARD
[65];

e z chorobami neurodegeneracyjnymi takimi jak: choroba Parkinsona [47], plasawica
Huntingtona [62], choroba Lou Gehrig’a (stwardnienie boczne zanikowe) [66], [67],

e cierpigcych na inne choroby, np. metaboliczne jak cukrzyca typu I [68].

Co wazne, somatyczne komorki (ktore u pacjenta ulegaja degeneracji) powstate
w wyniku réznicowania komorek 1PS uzyskanych od pacjentéw czesto odtwarzajg
objawy/fenotyp choroby in vitro. Przyktadem moze by¢ charakterystyczne zaburzenie

kurczliwosci kardiomiocytow in vitro powstatych po réznicowaniu komorek iPS
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pacjentow cierpigcych na zespot dtugiego QT [63], ktore wystepuje rowniez U pacjenta.
Inny przyktad to charakterystyczna morfologia neuronéw motorycznych powstatych z
komorek iPS pacjenta cierpigcego na stwardnienie boczne zanikowe [67]. Somatyczne
komorki, ktore ulegaja degeneracji w wielu chorobach, a ktére uzyskuje si¢ rdéznicujac
komorki iPS pacjentow stanowia znakomity model choroby in vitro (popularne
angielskie okreslenie patient-in-a-dish). Model taki doskonale nadaje si¢ do badan nad
patogenezg chordb, a takze do testowania nowych lekow lub dobierania lekow/dawek
dla konkretnego pacjenta [67] przyblizajagc idee medycyny spersonalizowanej. Innym
zastosowaniem takiego modelu jest uzycie zréznicowanych komorek, jako platformy do
szybkiego i taniego testowania nowych substancji bedacych kandydatami na leki pod
katem np. ich kardiotoksycznosci [69].

Z kolei czysto kliniczne zastosowanie komorek iPS (ideowo przedstawione na
rycinie 5 na przykladzie mysiego modelu anemii sierpowatej) polega na
przeszczepieniu uzyskanych przez réznicowanie komoérek iPS autologicznych,
somatycznych komorek pacjenta, ktére sa u niego zdegenerowane badz zmutowane.
Pierwszym etapem takiej terapii komorkowej jest uzyskanie somatycznych komorek
pacjenta w mozliwie najmniej inwazyjny sposob np. przez pobranie krwi czy wyrwanie
wlosa (rycina 5, punkt 1). Kolejnym krokiem jest ich hodowla i reprogramowanie (ryc.
5 pkt 2 i 3). Poniewaz powstate komorki iPS maja nieograniczony potencjat
proliferacyjny oraz sg zrodtem wielu typow zréznicowanych komoérek potomnych staty
si¢ one doskonalym celem terapii genowych. Komorki iPS mozna modyfikowac
genetycznie (ryc. 5, pkt 4), w celu wprowadzenia prawidlowej wersji genu
uszkodzonego u pacjentdow z chorobami genetycznymi (takimi jak te wymienione
powyzej). Wyselekcjonowane komoérki z prawidlowa wersja genu sa pdzniej
réznicowane do komorek somatycznych, ktore sa wymagane w konkretnej terapii
regeneracyjnej (na rycinie 5, pkt 5 i 6 sa to hematopoetyczne komoérki macierzyste).
Uzyskane efektorowe komorki somatyczne (po ewentualnej modyfikacji genetycznej)
sa przeszczepiane do ciata pacjenta (ryc. 5, pkt 7) gdzie zasiedlaja si¢ i wywoluja efekt
terapeutyczny. Technologia komoérek iPS potencjalnie pozwala na zastosowanie
spersonalizowanej terapii regeneracyjnej, ktora moze by¢ takze potaczona z terapia
genowa w celu leczenia chordb, w ktorych zachodzi potrzeba nie tylko regeneracji
uszkodzonych narzadow, ale takze naprawy defektow genetycznych. Terapia taka

okazala si¢ juz skuteczna w mysim modelu anemii sierpowatej [70].
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Jesli chodzi o stan takich badan u pacjentdow, to na poczatku tego roku, w
Japonii, zakonczyla si¢ pierwsza faza pierwszej proby klinicznej wykorzystania
komoérek iPS w terapii zwyrodnienia plamki zottej (ang. Age-related Macular
Degeneration, AMD). W probie tej przeszczepia si¢ upigmentowany nabtonek
siatkowki (ang. Retinal Pigment Epithelium, RPE), ktory stanowi warstwe¢ ochronng
komorek receptorowych w siatkowce oka, a ktéry ulega degeneracji z wiekiem.
Pierwsza faza prob klinicznych zaktada jedynie ocene ryzyka takiej terapii.
Dotychczasowe wyniki sg do$¢ obiecujgce i wskazujg na bezpieczenstwo terapii z
zastosowaniem autologicznych komoérek RPE powstatych z komorek iPS [doniesienie
zjazdowe, nieopublikowane, zrodto informacji:
http://www.riken.jp/en/pr/press/2013/20130730 1/].

Indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste stanowia wielka nadziejg i
obietnice w medycynie regeneracyjnej. I cho¢, mimo obiecujacych wynikéw pierwszej
proby klinicznej, do zastosowania komorek iPS w klinice moze dzieli¢ nas jeszcze
daleka droga, to juz dzi$ znajduja one zastosowanie, jako Zrddto zrdéznicowanych
komorek okreslonego typu in vitro, ktore stuza, jako zindywidualizowany model
choroby dogodny do badan nad patogeneza chorob, oraz do dobierania leku lub jego
dawki dla konkretnego pacjenta. Jest wielce prawdopodobne, ze w przysztosci

technologia komorek iPS znajdzie zastosowanie kliniczne.
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Rycina 5. Zastosowanie indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych w
komorkowej terapii regeneracyjnej potgczonej z terapig genowq na przyktadzie mysiego
modelu anemii sierpowatej. Zrodto: [70], zmienione.

1.1.7 Ograniczenia zastosowan indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych oraz sposoby ich pokonywania

Mimo swoich olbrzymich zalet, opisanych wczesniej, indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste posiadaja takze liczne ograniczenia, ktore na
razie nie pozwalaja na wprowadzenie ich na szerokg skale w terapii regeneracyjnej.

Niektore z ich wad to:
e niska wydajno$¢ reprogramowania osiggajaca przy niektorych metodach kilka

procent [71],

¢ wysokie wymagania i koszty hodowli,
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e ryzyko powstawania nowotworéw wskutek mutagenezy insercyjnej lub reaktywacji
wprowadzonych transgenéw: C-MYC lub KLF4 [72],

e ryzyko komplikacji zwigzane z zastosowaniem wektorow wirusowych, np.
immunogenno$¢ w przypadku adenowirusow,

e subtelne roznice w globalnym profilu ekspresji gendw sprawiajace, ze kazda linia
komorek iPS rozni si¢ od innych, co moze owocowaé rézng wydajnoscig ich
réznicowania [73],

e obecnos$¢ tzw. pamieci epigenetycznej polegajacej na zachowaniu przez komorki iPS
wzoru epigenetycznej regulacji ekspresji gendw charakterystycznego dla listka
zarodkowego, z ktorego pochodzity reprogramowane komorki. Sprawia to, 1z uzyskane
komorki iPS roznicuja w komorki somatyczne tego listka zarodkowego z wigksza
wydajnoscia niz w komorki innych listkow zarodkowych [74],

e zdolno$§¢ komorek iPS do tworzenia teratom, czyli potworniakéw (guzéw
zbudowanych z komorek trzech listkow zarodkowych). Jest to cecha wszystkich

komorek pluripotencjalnych.

Niektore z tych ograniczen nie sa wykluczajace (np. koszty, stosunkowo niska,
ale wystarczajaca wydajnos¢ reprogramowania i réoznicowania), a rozwigzanie innych
jest do$¢ proste (uzycie bezpiecznych metod reprogramowania eliminuje ryzyko
immunogennosci, mutagenezy insercyjnej, oraz ryzyko zwigzane z proto-onkogenami).
Prawdziwym problemem zwigzanym z klinicznym uzyciem komorek iPS jest ich
zdolnos¢ do tworzenia guzow zbudowanych z komorek pochodzacych z trzech listow
zarodkowych. Jest to zdolnos¢, ktéra wynika z ich najwickszej zalety-
pluripotencjalnosci.

Teratoma, inaczej potworniak, to tagodny nowotwor zbudowany z komorek
trzech listkow zarodkowych. Pochodzi z komérek rozrodczych i najczesciej wystepuje u
ludzi mtodych [75]. Tworzenie teratom po ksenotransplantacji komorek do myszy z
uposledzong odpornoscia to najsilniejszy test na pluripotencjalnos¢ ludzkich
pluripotencjalnych komodrek macierzystych [71]. Typowy obraz histopatologiczny

teratomy uzyskanej po ksenotransplantacji komorek iPS przedstawia rycina 6.
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Rycina 6. Obraz histopatologiczny teratomy uzyskanej po wszczepieniu ludzkich
komoérek iPS do myszy NOD/SCID. Po barwieniu hematoksyling/eozyng widoczne
staja si¢ rozne typy tkanek — m.in. chrzastka, nablonek wydzielniczy, nabtonek
wielowarstwowy. Powiekszenie 40x. Biaty pasek reprezentuje 250um. Zrodto: zdjecie
wilasne.

Protokoly réznicowania komoérek iPS do komorek efektorowych cechuja sig,
nawet jesli wysoka, to jednak ograniczong wydajno$cia. Dlatego zawsze istnieje ryzyko
przedostania si¢ do populacji komodrek zréznicowanych pojedynczych komorek
pluripotencjalnych, ktore po ewentualnym, przeszczepieniu wytworzylyby teratomg.
Mimo coraz  wydajniejszych  protokoldw  roznicowania oraz  sortowania
wyroznicowanych komoérek pod katem specyficznych markeréw, a takze
immunogennosci autologicznych komorek pluripotencjalnych [76], powstanie teratomy
z zanieczyszczenia transplantu pluripotencjalnymi komoérkami macierzystymi w dtugim
okresie czasu po transplantacji, to najwicksze ryzyko zwigzane z zastosowaniem
komorek iPS w terapii. Dlatego stale trwaja prace nad zwigkszeniem bezpieczenstwa
terapii komorkowych opartych na komorkach iPS.

Jednym z pomystow na dodatkowe zabezpieczenie indukowanych

pluripotencjalnych komodrek macierzystych jest uzycie strategii genu samobdjczego
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(ang. suicide gene therapy) do stworzenia wentylu bezpieczenstwa pozwalajacego w
razie potrzeby usung¢ wszystkie wszczepione komorki.

Samobojcza terapia genowa polega na specyficznej eliminacji komorek
posiadajacych ekspresj¢ transgenu (genu samobdjczego) pod wplywem nietoksycznego
dla innych komorek pro-leku. Jest to strategia zwykle kojarzona z terapig genowa
nowotworow [77], w ktorej subpopulacje komorek nowotworowych uwrazliwia si¢ na
dziatanie pewnego nieaktywnego pro-leku za pomocag modyfikacji genetycznej.
Modyfikacja taka wprowadza ckspresje genu enzymu metabolizujgcego nieaktywny
pro-lek do toksycznego metabolitu. Zmodyfikowane genetycznie komorki ging, ale
przekazuja rowniez toksyczny metabolit komoérkom sgsiadujagcym za posrednictwem
zlacz szczelinowych. Jest to tzw. efekt sgsiedztwa (ang. bystander effect), w ktorym na
komorke wptywa metabolizm ,sasiada” [78]. Zjawisko to zwigksza efektywnosc¢
samobdjczej terapii genowej ograniczonej wydajnoscig modyfikacji genetycznej
komorek, powoduje jednak rowniez ryzyko uszkodzenia sasiadujacych, zdrowych
tkanek.

Przykladem takiej terapii genowej moze by¢é wykorzystanie genu Kinazy
tymidynowej wirusa opryszczki pospolitej (HSV-TK, ang. Herpes Simplex Virus
Thymidyne Kinase) oraz pro-leku gancyklowiru. Gancyklowir to pro-lek skutecznie
eliminujacy jedynie komorki zainfekowane wirusem opryszczki. Jest on nietoksyczny
dla zwyktych komoérek, natomiast po fosforylacji przez HSV-TK staje si¢ analogiem
deoksy-guanozyno-trifosforanu (dGTP) i rywalizuje z nim o inkorporacje do
ulegajacego replikacji DNA komorki. Zinkorporowany do DNA trifosfo-gancyklowir
zatrzymuje replikacj¢ DNA prowadzac do uszkodzen nici DNA, w tym dwuniciowych
peknie¢. Tym samym wywoluje zatrzymanie cyklu koméorkowego oraz $mieré komorki
posiadajacej ekspresje TK (w wyniku infekcji wirusowej lub modyfikacji genetycznej)
na drodze apoptozy [79]. Schemat samobdjczej terapii genowej przedstawia rycina 7.

Opisane podejscie moze zostaé wykorzystane do genetycznego zabezpieczenia
komorek iPS. Mozna zmodyfikowa¢ genetycznie komorki iPS tak, aby posiadaty
konstytutywna ekspresje¢ genu samobojczego [80]. Nastepnie, przeprowadzi¢ ich
roéznicowanie i uzyska¢ docelowe komorki efektorowe, ktore zostang przeszczepione w
celu regeneracji narzadéw pacjenta. W przypadku pojawienia si¢ efektow
niepozadanych terapii regeneracyjnej (np. dysfunkcja wszczepionych komorek,
powstanie teratomy), wystarczy podac¢ pro-lek (np. gancycklowir), ktoéry spowoduje

specyficzne usuni¢cie wszczepionych komorek, usuwajac tym samym zagrozenie.
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Opisane podejscie pozwala zwigkszy¢ bezpieczenstwo uzycia komorek iPS w terapii
regeneracyjnej w skutek stworzenia wyjscia bezpieczenstwa pozwalajgcego, w razie
koniecznosci, usunaé wszczepione komorki. Strategie tego typu przyblizaja

perspektywe terapeutycznego wykorzystania komorek iPS.

Modyfikacja genetyczna komorek -
wprowadzenie genu samobdjczego

C@:}m_"

Podanie nieaktywnego pro-leku

Rycina 7. Schemat suicide gene therapy. Komoérki zmodyfikowane genetycznie tak,
aby posiadaly ekspresje genu samobdjczego sa specyficznie eliminowane w skutek
metabolizmu nieaktywnego pro-leku do toksycznego metabolitu (A). Powstaly
toksyczny metabolit jest przekazywany do sasiadujacych niezmodyfikowanych
komorek za posrednictwem ztacz szczelinowych 1 wywotuje ich $mier¢ w skutek efektu
sasiedztwa (B). Zrodto: http://parts.igem.org/Part:BBa_K404122, zmieniono.
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1.2 Choroba Parkinsona

Wozrastajaca $rednia dhugos$¢ zycia czlowieka stawia wyzwanie skutecznego
leczenia  choréb  zwigzanych ze starzeniem si¢ organizmow. Choroby
neurodegeneracyjne to przyktad chorob pojawiajgcych si¢ u os6b w podeszlym wieku.
Choroba Parkinsona (ang. Parkinson’s Disease, PD) to druga najczestsza choroba
neurodegeneracyjna na $§wiecie. Jest to choroba silnie zwigzana z wiekiem pacjenta —
wystepuje najczesciej u osob powyzej 60. roku zycia. Jej przyczyna w 90% przypadkow
pozostaje nieznana, a tylko 10% przypadkoéw jest dziedziczna, skorelowana z

mutacjami w okreslonych genach [81]. Mutacje te dotyczg glownie genow [82]:

e bialek, ktore ulegaja wadliwemu faldowaniu i tym samym akumuluja si¢ w
komorkach (np. gen a-synukleiny, PARK1),

e ktorych produkty zaangazowane sg w system kontroli jakosci biatka (np. gen parkiny
- ligazy ubikwityny, PARK?2),

e kinaz bioragcych udzial w ochronie komoérki przed stresem oksydacyjnym (np. gen
biatka DJ-1, PARKY7),

e zaangazowanych w mitochondrialny tancuch transportu elektronow (np. gen PINK1
PARKS®),

e niektorych kinaz sygnatlowych (np. gen LRRK2, PARKS).

Na chorobe¢ Parkinsona cierpi 0,3% populacji, w tym az 2% populacji ludzi
powyzej 60. roku zycia. Formy dziedziczne manifestujg si¢ wczesniej, nawet przed 50.
rokiem zycia [81].

Sama choroba Parkinsona zostala po raz pierwszy opisana przez brytyjskiego
lekarza i polityka Jamesa Parkinsona w 1817 roku pod nazwa drzgczka porazna. Jest to
choroba polegajaca na specyficznej degeneracji neuronéw produkujacych
neurotransmiter dopamine. Neurony takie znajduja si¢ w istocie czarnej (tac. substantia
nigra) srodmoézgowia, a ich projekcje siegaja az do prazkowia (tac. striatum), gdzie
dopamina jest uwalniana [83]. Przyczyna S$mierci tych neurondw pozostaje W
wickszosci przypadkow nieznana. Smieré neurondéw dopaminergicznych owocuje
spadkiem zawartosci dopaminy w prazkowiu, gdzie pelni ona swe funkcje, nawet o

80%. Deficyt dopaminy jest bezposrednig przyczyng zaburzen motoryki chorego.
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Przebieg choroby jest zwykle powolny, wieloletni i post¢pujacy. Schemat obszarow
objetych neurodegeneracja w chorobie Parkinsona przedstawia rycina 8. W$rdd innych,
typowych objawdéw komodrkowo-molekularnych choroby Parkinsona wymienia si¢
specyficzng akumulacje a-synukleiny, ktora jest glownym sktadnikiem tzw. ciatek
Lewy’ego (to wewnatrzkomoérkowe wtrety eozynofilowe obecne w obumierajacych
neuronach dopaminergicznych). Obserwuje si¢ rowniez oksydacyjne uszkodzenia DNA
i biatek, a takze peroksydacje lipidow w tkance méozgowej [84].

Wsérod typowych objawow klinicznych choroby Parkinsona wymienia sie
charakterystyczne drzenia spoczynkowe, obnizenie oraz spowolnienie ruchliwosci,
sztywnos¢ miesni, zaburzenia postawy. Objawy czesto sg asymetryczne. Dochodzi tez
do charakterystycznej zmiany charakteru pisma (mikrografia), zaburzen mowy oraz
zaburzen wechu w wyniku degeneracji obejmujacej opuszke wechowa. Zdarzaja sie tez
epizody zamrozenia, kiedy to chory nie jest w stanie wykona¢ ruchu. Choroba jest
postepujaca i w toku jej rozwoju pojawia si¢ takze depresja, a pod koniec zycia
demencja oraz zaburzenia kognitywne i wegetatywne [83].

90% przypadkéw choroby Parkinsona to zachorowania idiopatyczne. Wsrod
potencjalnych przyczyn ich wystgpienia wymienia si¢ czynniki S$rodowiskowe,
neurotoksyczne, polimorfizmy w niezidentyfikowanych do tej pory genach, a takze

reaktywne formy tlenu czy stres oksydacyjny [81].
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Rycina 8. Neurodegeneracja w chorobie Parkinsona. Uktad dopaminergiczny
zaznaczono kolorem czerwonym. Wszystkie obszary ulegajace neurodegeneracji w PD
zaznaczono na granatowo. Zrodto: [83], zmieniono.
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1.2.1 Obecne strategie oraz perspektywy terapii choroby Parkinsona

Niestety nie istnieje skuteczna metoda leczenia choroby Parkinsona, a stosowana
dzi§ terapia to leczenie objawowe polegajace gldwnie na uzupelnianiu niedoboru
dopaminy w ukladzie nigrostriatalnym. Obecnie gldwng terapi¢ stanowi
farmakologiczna suplementacja zwigzkami prowadzacymi do wzrostu poziomu
dopaminy (rycina 9). Wsrdéd stosowanych substancji wymienia si¢ takze agonistow
receptorow dopaminowych (np. ropinirol), inhibitory enzymow rozktadajacych
dopaming (MAO-B, monoaminooksydazy B, np. rasagilina) lub inhibitory enzymow
rozktadajacych ~ prekursor  dopaminy - lewodope (COMT, katecholo-o-
metylotransferazy, np. entakapon). Jednak najczgsciej stosowanym lekiem jest wlasnie
prekursor dopaminy - lewodopa (L-DOPA) [83], [85].

Dop}nina _'__>

Gt Rycina 9. Farmakologiczne strategie

:g.o:o':ci'ni;ﬂammv Lewodopa ~ "P- rasagilina prowadzace do uzupelnienia niedoboru
A dopaminy w pqukowiu W przebiegu

choroby Parkinsona. Zrodto:

http://www.parkinsonsdiseasecme.com/
cme-modules/redefining-treatment-
success/pd-treatment-strategy.html,
BARIERA KREW-MOZG zmieniono.

3-O-metylodopa 4—'» Lewodopa 1—} Dopamina

Inhibitory COMT Inhibitory
np. entakapon dekarboksylazy dopy
np. karbidopa

Terapia ta nie daje jednak szans na wyzdrowienie, a jedynie dorazng poprawg objawow,
co gorsza jej efektywnos$¢ spada w toku leczenia, a obraz chorego sukcesywnie si¢
pogarsza. Konieczne staje si¢ zwigekszanie dawki L-DOPY, pojawiajg si¢ tez objawy
niepozadane jej stosowania. W toku rozwoju choroby pojawiajg si¢ coraz silniejsze
zaburzenia uktadu ruchu, jak drzenia, syndrom on-off , w ktorym chory naprzemiennie
nie jest w stanie wykona¢ zadnego ruchu oraz doswiadcza dyskinezji [86]. Fakt, ze jest
to najlepsza do tej pory terapia PD pokazuje jak bardzo konieczne jest poszukiwanie

nowych strategii leczniczych.
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Innymi, rzadziej stosowanymi podejsciami terapeutycznymi s3 leki
antycholinergiczne czy ryzykowne podejscie chirurgiczne polegajace na glebokiej
stymulacji moézgu (gldwnie obszarow jadra niskowzgoérzowego) [87]. Terapie te
powoduja jednak jedynie chwilowa poprawe objawow, w zaden sposdb nie leczg
przyczyny choroby. Dlatego od dawna myslano o terapii przywracajacej funkcje
obszaru objetego neurodegeneracja.

W latach 80-tych i 90-tych probowano wykorzysta¢ transplantacje ptodowych
tkanek dopaminergicznych [88], [89]. Ich wszczepianie chorym na PD powodowato
czasowg popraw¢ objawoOw, cho¢ przeszczepione komorki przezywaly dos¢ dhugo.
Jednak problemy z powtarzalno$cig tych wynikow w innych jednostkach, dyskinezje
spowodowane zabiegami chirurgicznymi, problemy z dostepnoscia tkanek ptodowych
do przeszczepdéw oraz wzgledy etyczne sprawity, ze metoda ta nie byta dalej rozwijana
[90], [91], nawet pomimo obiecujgcych i dtugotrwatych efektow terapeutycznych [92].

Weciaz trwaja poszukiwania strategii terapeutycznej, ktoéra pozwolitaby na trwate
zahamowanie postepéw choroby 1 zatrzymataby proces obumierania neurondéw
dopaminergicznych w mézgu oraz pozwolitaby na regeneracj¢ obecnych juz uszkodzen.
Wsrod podejs¢ farmakologicznych potencjalnymi sktadnikami terapii przysztosci sg
m.in.: aktywatory proteasomalnego systemu degradacji biatek, zwigzki chaperonowe,
substancj¢ bedace w stanie rozbija¢ agregaty biatkowe, zwiazki neuroprotekcyjne i
przeciwzapalne, inhibitory niektorych kinaz sygnatowych, zwigzki chroniace przed
stresem oksydacyjnym komorki i zmiatajgce wolne rodniki oraz substancje wptywajace
na potencjat mitochondrialny [93].

Od pewnego czasu coraz wigksze nadzieje na skuteczng terapie regeneracyjng
budza komorki macierzyste. Mozliwo$§¢ wyrdznicowania z nich prawidlowo
dziatajacych neuronéw i przejecie przez nie funkcji uszkodzonej istoty czarnej
srodmozgowia powinno przynies¢ istotng poprawe stanu klinicznego pacjentow
cierpigcych na PD. Rozwaza si¢ uzycie somatycznych komorek macierzystych [94],
jednak w centrum zainteresowania znajduja si¢ pluripotencjalne komodrki macierzyste
[91], zaréwno ESC jak i iPS. Ich zalety oraz zasad¢ zastosowania przedstawiono we
wczesniejszych rozdziatach. Do tej pory wielu autorow pokazato mozliwo$¢ uzyskania
neuronéw dopaminergicznych za pomocg réznych protokotdw réznicowania komorek
IPS (zebrane w [91]), a takze ich wptyw na poprawe objawdéw w zwierzecym modelu
choroby Parkinsona [95], [96], [97]. Wyniki te oraz olbrzymi potencjat terapeutyczny
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komorek iPS sprawiaja, ze sa one ogromng nadzieja na skuteczng terapi¢ regeneracyjng

w chorobie Parkinsona.

1.2.2 Modele choroby Parkinsona

W celu okreslenia skutecznosci nowych terapii konieczne jest zastosowanie
odpowiedniego modelu choroby. Modele choréb stuza testowaniu nowych strategii

terapeutycznych czy sprawdzaniu skutecznosci nowych lekow.

W przypadku choroby Parkinsona stosuje si¢ komérkowe modele in vitro oraz
zwierzgce modele in vivo. Wéréd modeli in vitro bardzo obiecujgce sg hodowle
komorek ulegajacych neurodegeneracji — neuronéw dopaminergicznych. Czesto uzywa
si¢ hodowli komoérek powstalych przez roéznicowanie komorek macierzystych — np.
embrionalnych komoérek macierzystych [98]. Neurony dopaminergiczne mozna uzyskac
przez roznicowanie komorek iPS powstatych z dorostych komorek pacjentow
cierpigcych na PD [47]. Stanowig one doskonaly model do testow np. nowych lekow
neuroprotekcyjnych. Co wigcej komorki takie pochodzace od pacjentéw o okreslonym
tle genetycznym powtarzajg obraz choroby in vitro (m.in. zaburzenia morfologii i liczby
neurytow, akumulacja pecherzykéw wewnatrzkomoérkowych) [99]. Komorki takie
stanowig doskonaly model do badan nad patomechanizmami choroby Parkinsona,
zwlaszcza przypadkow idiopatycznych, poniewaz umozliwiajag pordwnanie takich
komorek uzyskanych od pacjentdow o réznym tle genetycznym pod bardzo wieloma
katami 1 na wielu poziomach (od objawdéw choroby do réznic na poziomie
molekularnym). Ponadto, neurony dopaminergiczne uzyskane z komorek iPS juz teraz
pozwalaja leczy¢ zwierzece modele choroby Parkinsona. Po ich wszczepieniu do
moézgéw szczurdw z wyindukowanymi objawami choroby Parkinsona, stan zwierzat
poprawia si¢ [95], [96], [97]. Modele choroby Parkinsona in vitro sg doskonatym
narzgdziem do testow nowych substancji leczniczych, badan nad patogenezg choroby, a

takze zrodtem komorek do potencjalnych zastosowan terapeutycznych.

W celu okreslenia skutecznosci terapii komorkowej. najczesciej uzywa sie
szczurzych lub mysich modeli choroby Parkinsona (rzadziej sa one indukowane u

naczelnych). U zwierzat tych w sposdb mniej lub bardziej specyficzny uszkadza sig¢
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system dopaminergiczny. Stosuje si¢ w tym celu toksyny, ktére ze wzgledu na swdj

charakter nalezy podawa¢ badz do miejsca, ktoére chcemy uszkodzi¢ badz systemowo.

Przykladem toksyny, ktéra ze wzgledu na slabg penetracje bariery krew-mozg,
wymaga miejscowego podania jest pochodna dopaminy - 6-hydroksydopamina (6-
OHDA). Neurotoksyna ta wywotuje $mier¢ komoérek katecholaminowych na drodze
silnego stresu oksydacyjnego [100]. Podaje si¢ ja zwykle do struktury moézgu, ktérg
planuje si¢ uszkodzi¢. W przypadku indukcji modelu choroby Parkinsona jest to istota
czarna badz przebieg neuronéw dopaminergicznych. Podanie takie wymaga operacji
chirurgicznej. Podania toksyny dokonuje si¢ przez cienkg kaniule do mozgu uspionego
zwierzecia (Rycina 10). Aby zwigkszy¢ specyficznos¢ toksycznosci 6-OHDA dla
neurondéw dopaminergicznych, czesto srédoperacyjnie podaje si¢ substancje majgce na
celu ochrong innych neuronéw (np. dezipramineg). Zwykle operacje tego typu sa
jednostronne - toksyna podawana jest do jednej potkuli mozgu, druga stuzy za kontrole.
Po jednostronnym uszkodzeniu szlaku dopaminowego zwierz¢ zaczyna kreci¢ sie w
koto - w strong¢ uszkodzenia — ipsilateralnie. Kierunek obserwowanych obrotow jest
zawsze W Stron¢ przeciwng do strony przewazajacej transmisji dopaminergiczne;.
Dlatego tez po stymulacji dopaminomimetykiem - amfetaming - szczury kreca si¢ w
strong¢ uszkodzenia (amfetamina uwalnia dopaming po stronie nieuszkodzonej).
Natomiast agonista receptoréw dopaminergicznych — apomorfina - w tym modelu
wywoluje rotacje kontralateralne (w stron¢ przeciwng do uszkodzenia), gdyz po stronie
uszkodzenia  wytwarza  si¢  nadwrazliwo$¢  postsynaptycznych — receptorow
dopaminergicznych. Rotacje po apomorfinie wystepuja tylko wtedy, gdy uszkodzenie
obejmuje ok. 80-90% neurondw. I1os¢ obrotow w jednostce czasu koreluje ze stopniem
uszkodzenia uktadu dopaminergicznego. Jest to model najczgsciej uzywany do badania
przywrocenia funkcji motorycznych po przeszczepach komorek. Model ten jest

stosunkowo tatwy w indukcji oraz pozwala na tatwa kwantyfikacje.

Innym sposobem indukcji choroby Parkinsona jest systemowe podawanie
rotenonu — substancji uwazanej za pestycyd, ktora wywoluje inhibicje kompleksu I
transportu elektronow w mitochondrium. Podaje si¢ go zwierzetom w postaci geste]
zawiesiny doustnie za pomoca specjalnej sondy dozotadkowej. Wyindukowane objawy
sa dwustronne, a skuteczno$¢ indukcji objawow jest potwierdzana testem sprawnosci i
koordynacji ruchowej zwierzecia. Przeprowadza si¢ je za pomocg testu rotujgcego preta,

a pomiar dotyczy czasu utrzymywania si¢ zwierzecia na przyspieszajagcym precie [91].
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Rycina 10. Operacja stereotaktyczna na moézgu szczura majaca doprowadzi¢ do
indukcji objawow choroby Parkinsona (A). Miejsce podania toksyny oraz komorek
ustala si¢ na podstawie atlasu anatomicznego moézgu, a koordynaty ustala si¢ wzgledem
przeciecia szwow czaszki (B) Zrodto: zdjecie wlasne, atlas The Rat Brain G. Paxinos,
C. Watson, [101].

Inne metody uzyskiwania modeli choroby Parkinsona to wywotanie

chronicznego stanu zapalnego lub systemowe podanie niezwykle silnej neurotoksyny
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MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna). Jej aktywny metabolit, MPP+,
jest transportowany do komorek przez transporter dopaminy, gdzie hamuje | kompleks
mitochondrialny. Toksyna ta wywotuje objawy choroby Parkinsona u ludzi juz po
jednorazowym podaniu. Co ciekawe, szczury sg na nig odporne. Najczesciej uzywana
jest ona do indukcji modeli u naczelnych, rzadziej u myszy [102]. Wsréd innych
zwigzkoéw uzywanych do indukcji objawow choroby Parkinsona wymieni¢ nalezy
zwigzki obnizajagce zawarto$¢ dopaminy w prazkowiu (np. rezerpina czy
metamfetamina) oraz wptywajace na kompleks | tancucha transportu elektronow w
mitochondrium (np. parakwat) Miejsca dzialania poszczegolnych toksyn prezentuje

rycina 11.

Istnieja tez genetyczne modele PD. Sa to zwierzeta z wylaczonymi,
zmutowanymi punktowo lub zwielokrotnionymi liczbowo genami, ktére sa takze

zmienione u chorych cierpigcych na chorobg Parkinsona [103].

Wybdr odpowiedniego modelu choroby Parkinsona zalezy od typu badan, jakie
maja by¢ na tym modelu prowadzone, wszystkie one pozwalajg jednak uzyskaé
odpowiednie narzg¢dzie do wielu badan, zarowno nad mechanizmami powstawania jak i

metodami leczenia tej choroby.
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Rycina 11. Schemat dziatania poszczegolnych toksyn w indukcji zwierzecych modeli
choroby Parkinsona. Zrédto: [100], zmodyfikowano.
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2. Cel pracy

Glownym celem niniejszej pracy byla ocena mozliwosci zastosowania
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych w regeneracyjnej terapii
chorob neurodegeneracyjnych na przyktadzie choroby Parkinsona.

Najwazniejszym s$rodkiem do osiggniecia powyzszego celu bylo opracowanie
metody roznicowania ludzkich indukowanych pluripotencjalnych  komoérek
macierzystych (iPS) do neurondéw dopaminergicznych, ktéore narazone s3 na
degeneracjec w chorobie Parkinsona. Uzyskane komorki produkujace dopaming
postuzyly do opracowania modelu tego schorzenia in vitro, a takze do proby poprawy
obrazu behawioralnego zwierzgcego modelu choroby Parkinsona.

Dodatkowymi celami pracy byty: uzyskanie mysiego oraz szczurzego modelu
choroby Parkinsona oraz stworzenie genetycznego zabezpieczenia indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych pozwalajacego na ewentualng eliminacjg
niepozadanych komorek z nich powstatych. W ostatnim zadaniu uzyto strategii genu
samobdjczego (ang. suicide gene) pozwalajacej na specyficzng eliminacje komorek

zmodyfikowanych genetycznie.
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3. Materialy i metody
3.1 Materialy i odczynniki

Najwazniejsze materiaty i odczynniki uzyte w tej pracy zbiera ponizsza tabela.

Odczynnik Firma Uwagi
-merkaptoetanol Fluka (Szwajcaria)
6-OHDA Sigma-Aldrich, (Niemcy)
Acetonitryl Sigma-Aldrich (Niemcy)
Agaroza Serva (Niemcy)
Akutaza Lonza (Belgia)
Albumina z surowicy wotowej (BSA) | Sigma-Aldrich (Niemcy)
10 000 U/ml
penicylina,

Antybiotyk/antymykotyk (roztwor

Life Technologies (USA)

10 000 pg/ml

100x) streptomycyna,
25 ug/mL of
Fungizone®
BDNF Peprotech (UK)
BES Sigma-Aldrich (Niemcy)
bFGF Life Technologies (USA) zasadowy (ang. b-

basic) FGF, FGF2

Blastycydyna

Life Technologies (USA)

Bromek etydyny

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Bromek etydyny

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Chlorek wapnia

POCH (Polska)

bezwodny

Chlorochina

Sigma-Aldrich (Niemcy)

dibutyrylo-cAMP

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Dil (1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-
tetramethylindocarbocyanine
perchlorate)

Life Technologies (USA)

DMSO

Merck (Niemcy)
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DNaza DNase | Amplification Grade Sigma-Aldrich (Niemcy) zestaw
EDGS Life Technologies (USA) 100x
EDTA Sigma-Aldrich (Niemcy)
Enzymy restrykcyjne:
Eurx (Polska)
EcoRl, EcoRV
Epilife Life Technologies (USA)

Ester acetoksymetylowy (AM) kalceiny

Life Technologies (USA)

FBS

Eurx (Polska)

FGF8a

Peprotech (UK)

Fibronektyna

Life Technologies (USA)

Filtry strzykawkowe o $rednicy porow
0,2 oraz 0,45 um

Sarstedt (Niemcy)

Gancyklowir Sigma-Aldrich (Niemcy)
GDNF Peprotech (UK)
Gentamycyna Lonza (USA)
Glukoza POCH (Polska)
HBSS Life Technologies (USA)
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich (Niemcy)

Karboksymetyloceluloza

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Ketamina Biowet (Polska)
KSR Life Technologies (USA)
Ksylazyna Biowet (Polska)

Kwas askorbinowy

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Kwas nadchlorowy

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Laminina

Life Technologies (USA)

L-Glutamina

Lonza (Belgia)

Marker mas czasteczkowych do zeli
agarozowych Perfect 1 kB DNA Ladder

Eurx (Polska)

Maslan sodu

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Matrizel

BD (USA)

Medium hodowlane DMEM

Lonza (Belgia)

glukoza 4,5¢/1
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Medium hodowlane DMEM/F12 (1:1)

Life Technologies (USA)

2mM glutamax

1mM pirogronian

Metanol

CHEMPUR (Polska)

Mitomycyna C

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Na,HPO, POCH (Polska)
Na,S,0, Sigma-Aldrich (Niemcy)
NaCl POCH (Polska)

Naczynia hodowlane oraz plastikowe

Sarstedt (Niemcy)

probowki
Noggin Sigma-Aldrich (Niemcy) Inhibitor BMP

Non-Essential Amino Acids (NEAA) Life Technologies (USA)
Odwrotna transkryptaza MMLV Promega (USA) zestaw

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich (Niemcy)

PBS Lonza (Belgia)

Penicylina/Streptomycyna Life Technologies (USA)

Bromek

Polibren

Sigma-Aldrich (Niemcy)

heksadimetryny

Polimeraza DNA Hybrid

Eurx (Polska)

Polimeraza DNA Taq

Eurx (Polska)

Poli-ornityna

Life Technologies (USA)

Purmorphamine

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Aktywator szlaku
Sonic Hedgehog

Losowe sze$cio-

Random hexamers Promega (USA) nukleotydowe
startery
RNasin Promega (USA) Inhibitor RNaz
Rotenon Sigma-Aldrich (Niemcy)
Sacharoza POCH (Polska)
SB431542 Sigma-Aldrich (Niemcy) Inhibitor SMAD

Sonic Hedgehog

Peprotech (UK)

Suplement N2

Life Technologies (USA)

TGFB3

Peprotech (UK)
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Tris

Sigma-Aldrich (Niemcy)

Triton X-100 Sigma-Aldrich (Niemcy)
TrypLE Express Life Technologies (USA) | substytut trypsyny
Trypsyna/EDTA Lonza (USA)
Tween 20 Bio-rad (USA)
Y-27632 Sigma-Aldrich (Niemcy) inhibitor Kinazy

ROCK

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA
—maxi-prep — QIAfilter Plasmid Maxi
Kit

Qiagen (USA)

Zestaw do izolacji plazmidowego DNA
—mini-prep — GeneMATRIX Basic
DNA Purification Kit

Eurx (Polska)

Zestaw do izolacji RNA GeneMATRIX
Universal RNA Purification Kit

Eurx (Polska)

Zestaw do produkcji lentiwirusow Vira
Power

Life Technologies (USA)

Zestaw do przygotowania plazmidow
lentiwirusowych Gateway

Life Technologies (USA)

Zestaw do przyzyciowego oznaczania
aktywnosci alkalicznej fosfatazy

Alkaline Phosphatase Live Stain

Life Technologies (USA)

Zestaw do reprogramowania oparty na
wirusie Sendai Cytotune2.0

Life Technologies (USA)

Zestaw do sekwencjonowania DNA

Applied Biosystems

BigDye Terminator Cycle Sequencing (USA)
Kit
Zelatyna POCH (Polska)

Tabela 1. Uzyte odczynniki oraz ich producenci.
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Ludzkie wtosy uzyte do izolacji keratynocytow zostaty pobrane od zdrowych
dawcow — doktorantow Zaktadu Transplantologii CM UJ, za ich dobrowolng zgoda -
zgodnie z uchwatg Komisji Bioetycznej nr KBET/173/B/2012.

Mysie embrionalne fibroblasty zostaty wyizolowane z zarodkéw mysich szczepu
CD1 hodowanych w zwierzetarni CM UJ — za zgoda I Lokalnej Komisji Bioetycznej
zgodnie z uchwatag nr 21/2012.

W doswiadczeniach z uzyciem szczuréw uzyto samcoéw Wistar Han (Charles
River, Niemcy). Przechowywane byly one w cyklu 12 godzinnym ($wiatlo/ciemno$¢ —

swiatto 7.00-19.00) z wolnym dostepem do wody i pokarmu.

Eksperymenty wykonano zgodnie z Ustawa o Doswiadczeniach na Zwierzgtach
z dnia 21 stycznia 2005 (Dziennik Ustaw nr 33/2005, poz. 289), oraz Dyrektywa
Komisji Europejskiej 86/609/EEC. Dotozono wszelkich staran, aby zmniejszy¢ liczbe

zwierzat i zminimalizowac ich cierpienie.

Wszystkie doswiadczenia na zwierzetach byly przeprowadzane za zgoda
odpowiednich komisji bioetycznych (doswiadczenia na myszach — zgoda | Lokalnej
Komisji Bioetycznej nr 21/2012, do$wiadczenia na szczurach — zgoda Il Lokalnej
Komisji Bioetycznej nr 888/2012).

Uzyte przeciwciata zakupiono w firmie Milipore (USA), Vector (USA) BD
(USA) oraz Life Technologies (USA). Wszystkie startery zakupiono w firmie Genomed
(Polska). Plazmidy pLOX-GFP-iresTK, FUW-OSKM oraz pCMV-dR8.2dvpr uzyskano
z repozytorium Addgene (USA).

Komérki PD-iPS (ang. Parkinson’s Disease-induced pluripotent Stem Cells)
uzyskano wczesniej w Zakladzie Transplantologii poprzez reprogramowanie z uzyciem
wirusa Sendai jednojadrzastych komodrek krwi obwodowej pacjenta cierpigcego na

chorobe Parkinsona.

Komoérki piPS (ang. protein induced pluripotent Stem Cells, indukowane
pluripotencjalne komorki macierzyste otrzymane za pomoca biatek) zakupiono w firmie

System Biosciences (USA).

Pochodzenie niewymienionych powyzej odczynnikow oraz urzadzen podano w

opisach poszczeg6lnych metod.
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3.2 Metody

3.2.1 Hodowle komorkowe

W trakcie realizacji pracy doktorskiej hodowane byly linie komorkowe oraz

komorki prawidlowe. Ponizsza tabela zbiera hodowane komorki oraz ich media

hodowlane.
Linia
Podstawowe
komorkowa/ ] .
Zastosowanie medium Suplementy
typ komorek
hodowlane
prawidlowych
) o 10% FBS,
Wyselekcjonowana linia
embrionalnych komoérek 2 mM L-glutamina,
293 T o _ . DMEM
ludzkiej nerki produkujacych
o 100 U/ml / 100 pg/ml
wektory lentiwirusowe
P/S
10% FBS,
Linia komérkowa
wlokniakomigsaka uzywana 2mM L-glutamina,
HT1080 DMEM
do mianowania wektorow
) ] 100 U/ml / 100 pg/ml
wirusowyc
W P/S
10% FBS,
Linia komérkowa migsaka
prazkowanokomoérkowego 2 mM L-glutamina,
Rh30 DMEM
stuzaca jako modelowa linia
100 U/ml / 100 pg/ml
nowotworowa
P/S
Prawidtowe komorki 1% EDGS,
Ludzkie somatyczne wyizolowane z N
Epilife 60 uM CaCl,,
keratynocyty | wyrwanych wlosow uzywane

do reprogramowania

50 pg/ml gentamycyna
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) 10% FBS,
Mysie Komoérki stuzace do
embrionalne rzygotowania warstw 2 mM L-glutamina,
] Przyd ) y DMEM .
fibroblasty odzywczej do hodowli
100 U/ml/ 100 pg/ml
(MEF) komorek iPS
P/S
20% KSR,
100 uM
o -merkaptoetanol,
Ludzkie indukowane
pluripotencjalne komoérki 100 uM
iIPS macierzyste, roznicowane do | DMEM/F12 ) _
Non-Essential Amino
] ) Acids,
dopaminergicznych
100 U/ml / 100 pg/ml
P/S,
10 ng/ml bFGF

Tabela 2. Hodowane komorki oraz ich media hodowlane.

Hodowane komorki byly rutynowo obserwowane oraz fotografowane pod

odwréconym mikroskopem optycznym Olympus [X70 z obiektywem kontrastowo-

fazowym oraz aparatem fotograficznym firmy Canon. Linie komérkowe hodowano w

odpowiednich mediach w 37°C w atmosferze 5% CO, i 95% wilgotnosci oraz

pasazowano 2 razy w tygodniu przy uzyciu 0,05% trypsyny. Do przygotowania

roztworOw oraz zawiesin komorek uzywano plastikowych proboéwek (Sarstedt), a

wszystkie wirowania komoérek wykonywano przy predkosci 1000 obrotow/minute przez

5 minut. Linie komdérkowe mrozono zapewniajac wolny spadek temperatury (do -80°C),

w gestosci 1 milion komérek/ml, w medium mrozeniowym zawierajacym 80% medium

hodowlanego, 10% FBS oraz 10% DMSO, a dzien po zamroZeniu umieszczano w

parach ciektego azotu.
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3.2.2 Izolacja ludzkich keratynocytow z wyrwanego wlosa

Metodg t¢ opracowano na podstawie literatury [104]. Okoto 20 wlosow
wyrywano wraz zewnetrznym plaszczem i1 cebulka z potylicznej czesci glowy za
pomoca pesety 1 natychmiast umieszczano w roztworze antymykotyku i antybiotyku.
Nastepnie wlosy przycinano skalpelem, a cze$¢ wlosa zawierajacg ptaszcz umieszczano
na szalce hodowlanej optaszczonej 0,1% roztworem zelatyny w matej objetosci medium
hodowlanego dla komorek iPS pre-kondycjonowanego przez 24 godziny przez mysie
embrionalne fibroblasty. Ilo§¢ medium dobierano tak, aby wtos przywierat do dna szalki
w ciaggu pierwszej doby izolacji oraz aby nie wysecht (450 ul). Kazdego nastgpnego
dnia dodawano medium hodowlane, az zaobserwowano duze kolonie keratynocytow.
Na tym etapie medium zmieniano na medium dla keratynocytéw, a po zajeciu przez
komorki ponad 70% szalki hodowlanej komorki byty pasazowane z uzyciem roztworu
TrypLE 1 wysiewane na szalk¢ hodowlang optaszczong zelatyng oraz infekowane po

osiggnieciu 60-70% konfluenciji.

3.2.3 lzolacja i inaktywacja mitotyczna mysich embrionalnych
fibroblastow (MEF)

Mysie embrionalne fibroblasty izolowano z czternastodniowych zarodkow
mysich szczepu CDI. Cig¢zarne samice usmiercano przez zerwanie rdzenia kregowego,
izolowano macice i umieszczano je na szalce w sterylnym PBS. Izolowano
poszczegbdlne zarodki oraz przenoszono je na $wiezg szalke z PBS. Nastgpnie
przecinano owodni¢ i1 dokonywano dekapitacji kazdego z embrionéw. Usuwano
wnetrznosci w celu pozbycia si¢ tkanek niezbudowanych z fibroblastow. Pozostate
tkanki umieszczano na $wiezej szalce hodowlanej. Dodawano roztworu trypsyny i
homogenizowano tkanki mechanicznie przy pomocy skalpela. Szalke ze
zhomogenizowanymi tkankami umieszczano w inkubatorze na 5 minut, a nast¢pnie
pipetowano przez 1-2 minuty w celu rozbicia tkanki. W kolejnym kroku dodawano 5ml
medium do komoérek MEF i pipetowano ok. 20x w celu rozdrobnienia zawiesiny
komorek. Zawiesing komoérek wirowano. Medium znad komorek odciggano, a pelet

komorek zawieszano w ok. 10 ml §wiezego medium hodowlanego (1,5 embriona na 1
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ml medium). Komorki wysiewano na szalki hodowlane o $rednicy 10 cm (w gestosci
1,5 embriona na szalke) i umieszczano w inkubatorze. Dwa dni po izolacji komorki
pasazowano uzywajac trypsyny. Komorki po pasazu rozdzielano w rozcienczeniu 1:4.
Po pierwszym pasazu i osiggni¢ciu konfluencji komoérki mrozono w gestosci 1 milion

komorek/ml w medium mrozeniowym ztozonym z 90% FBS i 10% DMSO.

Mitotycznie inaktywowano komoérki MEF z niskiego pasazu (do 3.). Komorki
hodowano az do osiagnigcia 90-95% konfluencji, a nast¢gpnie zmieniono medium na
zawierajace mitomycyne C w stezeniu 10 pg/ml. Komorki inkubowano przez 3 godziny
w inkubatorze, po czym przeptukano je 3 razy PBS. Inaktywowane komorki
trypsynizowano, wirowano oraz zawieszano w §wiezym medium hodowlanym, po czym
okreslono ich ilo$¢. Komodrki wysiewano na ptytki pokryte zelatyng w gestosci 15-20
tys./cm2 lub mrozono w stezeniu 1,5 miliona/ml w medium mrozeniowym (90% FBS +
10% DMSO). Ze wzgledu na umiarkowang $miertelno$¢ inaktywowane komorki po
rozmrozeniu wysiewano w gestosci ok. 1,5x wyzszej niz $wiezo po inaktywacji.
Komorki iPS wysiewano na tak przygotowang warstwe odzywcza z inaktywowanych
mitotycznie mysich embrionalnych fibroblastow (iMEF) miedzy 1, a 5 dni po
inaktywacji.

3.2.4 Przygotowanie szalek oplaszczonych zelatyna, matrizelem oraz
poliornityna/lamining

Na naczynia hodowlane wylewano zelatyne w stezeniu 0,1% w wodzie
destylowanej, w takiej objetosci, aby catkowicie pokry¢ optaszczang powierzchnie
(zwykle ok. polowy objetosci nominalnej pozywki). Naczynia inkubowano przez 3
godziny w temperaturze pokojowej, 1 godzing w 37°C lub przez catg noc w 4°C. Po
inkubacji Zelatyne odciggano i wysiewano komorki. Przed uzyciem roztwoér Zelatyny
filtrowano przez filtry o $rednicy poréw 0,2 um (Sarstedt). Zaparafilmowane naczynia z

zelatyna przechowywano w 4°C.

Naczynia hodowlane optaszczano matrizelem zgodnie z instrukcjami producenta

- firmy BD (USA). Przed uzyciem przechowywano je w 4°C nie dluzej niz 2 tygodnie.
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Naczynia hodowlane optaszczano sterylnym roztworem poli-ornityny w stezeniu
20 pg/ml w wodzie destylowanej (zwykle ok. potowy objetosci nominalnej pozywki)
inkubujac szalki przez 1 godzing w 37°C. Nastepnie szalki przeptukiwano woda
destylowang oraz zalewano roztworem lamininy w st¢zeniu 5 pg/ml w wodzie
destylowanej i inkubowano przez 1 godzing w 37°C. Tak przygotowane szalki
przechowywano w 4°C przez okres nie dluzszy niz 3 tygodnie. Tuz przed uzyciem
szalki optaszczone poli-ornityng i lamining ogrzewano do temperatury pokojowe;,

odciggano roztwor lamininy, przeplukiwano PBS oraz wysiewano komorki.

3.2.5 Reprogramowanie ludzkich keratynocytow z uzyciem wektora na
bazie wirusa Sendai

Wyizolowane z wyrwanego wlosa keratynocyty infekowano wektorami
stworzonymi na bazie wirusa Sendai wg protokotu do infekcji fibroblastow zalecanego
przez producenta - firme Life Technologies. Komorki o konfluencji 60-70% (3x10°
keratynocytow na szalce hodowlanej o $rednicy 35mm) infekowano zestawem trzech
wektorow. Pierwszy z nich przenosit zestaw genéw KLF4, OCT3/4, SOX2, drugi z nich
dostarczat gen C-MYC, a kolejny dodatkowa dawke genu KLF4. Wektorow uzyto w
takiej ilo$ci, aby stosunek liczby czastek infekcyjnych do liczby komoérek (MOI, ang.
Multiplicity of Infection) wyniost odpowiednio 5,5,3. Kolejne czynno$ci w toku

reprogramowania keratynocytow zbiera ponizsza tabela.

Dzien Czynnos¢
0 Infekcja komorek
1-6 Usunigcie martwych komorek 1 zmiana medium na $wieze co drugi dzien

Przesianie komorek na warstwe odzywcza z iMEF na szalce o $rednicy 100
mm w medium do komoérek iPS zawierajacym maslan sodu w stezeniu 1
MM, umieszczenie reprogramowanych komorek w atmosferze 5% CO; oraz

5% O,
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8.1 Codzienna zmiana medium na §wieze medium do komorek iPS zawierajace
maslan sodu
11 Pojawienie si¢ pierwszych kolonii przypominajacych kolonie komorek iPS
Usunigcie z hodowli maslanu sodu, dodanie potowy nominalnej ilosci
b komorek iMEF tworzacych warstwe odzywcza.
15-35 Codzienna zmiana medium na §wieze medium do komorek iPS
18 Przeniesienie pierwszych kolonii na §wiezg warstwe odzywcza
18-22 Pojawienie si¢ kolejnych kolonii komoérek iPS
28-35 Przeniesienie kolejnych kolonii na §wiezg warstwe odzywcza

W trakcie catego procesu reprogramowania komoérki hodowano w warunkach
hipoksji (5% O,). Kolonie o morfologii przypominajacej kolonie komoérek iPS dzielono
na drobne fragmenty oraz zdrapywano pod mikroskopem stereoskopowym firmy Delta
Optical za pomocg igly iniekcyjnej 1 umieszczano w dotku okraglodennej ptytki 96-
dotkowej (Sartstedt). Po kilkukrotnym przepipetowaniu w celu rozdrobnienia kolonii na
male fragmenty przenoszono zawiesing komoérek do dotka plytki 12-dotkowej z
przygotowang uprzednio warstwg odzywcza z komorek iMEF w medium do komorek
iPS zawierajacym inhibitor kinazy ROCK — Y-27632 — w st¢zeniu 10 pM. Inhibitor ten
jest konieczny, aby uchroni¢ komorki iPS przed $mierciag wywotang rozbiciem kolonii
na pojedyncze komorki w zawiesinie [105]. W sumie przeniesiono w ten sposob 18
kolonii komorek kiPS (ang. keratinocytes iPS). Hodowano je na szalkach 12-dotkowych
zmieniajagc codziennie medium na $wieze, az do momentu gdy kolonie byty
dostatecznie duze (ok. 0,5 mm $rednicy) do pasazu. Gdy przeniesione kolonie komorek
iPS osiagnety rozmiary przekraczajace 0,5 mm wykonywano ich pierwszy pasaz, W
ktérym przenoszono wszystkie komorki z jednego dotka ptytki 12-dotkowej na jeden
dotek ptytki 6-cio dotkowej z przygotowana uprzednio warstwg odzywczg komorek
IMEF.
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3.2.6 Hodowla, pasaz, mrozenie oraz rozmrazanie komorek iPS

Komorki iPS hodowano w odpowiednim dla nich medium na warstwie
odzywczej z inaktywowanych komérek MEF az do osiagniecia 80-90% konfluencji lub
do momentu, gdy sasiednie kolonie zaczety si¢ zrasta¢ lub gdy w centrum duzej kolonii
dochodzito do ich réznicowania — wypigtrzania i wzrostu wielowarstwowego. Medium
zmieniano na $wieze kazdego dnia. Przed pasazem zroznicowane rejony wydrapywano
igla iniekcyjng pod mikroskopem stereoskopowym. Kolonie komoérek iPS
przeptukiwano dwukrotnie HBSS, po czym zalewano obj¢toscig akutazy niezbgdng do
przykrycia calej powierzchni hodowlanej (0,5 ml dla dotka ptytki 12-dotkowej).
Komorki inkubowano z akutazg w 37°C do momentu rozpoczecia odrywania si¢
komorek od powierzchni ptytki (ok. 5 minut). Nastepnie dodawano 4-krotnej objgtosci
HBSS i kilkukrotnie delikatnie pipetowano celem oderwania wszystkich komorek od
podtoza. Zawiesing komoérek wirowano oraz zawieszano w S$wiezym medium
hodowlanym. Komoérki iPS wysiewano na przygotowang uprzednio $wiezg warstwe
odzywcza w medium zawierajacym Y-27632. Komorki iPS pasazowano, w zalezno$ci
od wyjSciowej gestosci w stosunku od 1:4 do 1:12. Za kazdym razem, gdy kolonie
komorek iPS rozbijano na pojedyncze komorki, do medium, w ktérym je wysiewano

dodawano Y-27632.

Przed zamrozeniem komorek iPS pre-inkubowano je na szalce, na ktorej rosty z
10 uM Y-27632 przez 1 godzing w 37 °C. Po zebraniu, zwirowaniu i policzeniu
komorek iPS zawieszano je na lodzie w zimnym medium mrozeniowym o sktadzie:
90% FBS, 10% DMSO, 10 pM Y-27632 w gestosci 1,5 miliona komorek/ml oraz
przenoszono do probowek mrozeniowych, ktére umieszczano w -80°C zapewniajac
wolny spadek temperatury, a dzien po zamrozeniu umieszczano w parach cieklego

azotu.

Komorki 1PS rozmrazano szybko, w 37°C. Po rozmrozeniu zawiesing komorek
rozcienczano 5-krotnie PBS oraz wirowano. Pelet komorek zawieszano w $wiezym
medium do komorek iPS zawierajacym 10 pM Y-27632 oraz wysiewano na

przygotowang wczesniej warstwe odzywcza.

W opisany powyzej sposob postepowano zarowno z uzyskanymi komorkami

kiPS, jak i zakupionymi komérkami piPS.
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3.2.7 Roznicowanie komorek piPS do kardiomiocytow

Aby potwierdzi¢ potencjat zakupionych komoérek piPS przeprowadzono ich
roznicowanie do kardiomiocytow. Komorki piPS hodowano w odpowiednim dla nich
medium na warstwie odzywczej z inaktywowanych komorek MEF az do osiggnigcia
80-90% konfluencji. Nastepnie komorki zebrano akutazg oraz wysiano na szalke do
hodowli bakteryjnych (Sarstedt) uniemozliwiajaca adhezj¢ komoérek, w medium do
komorek iPS bez bFGF, w gestosci 1/2 szalki komorek piPS na 1 szalke nieadherentng.
Nastepnie komorki piPS hodowano w zawiesinie przez 6 dni, az do wytworzenia ciatek
embrioidalnych EB. W kolejnym kroku ciatka embrioidalne zebrano, zwirowano (300
obrotow/minutg, 5 minut) oraz wysiano na szalke adherentng o takiej samej
powierzchni, jak uzywana wczesniej szalka nieadherentna. Przez kolejne dni komorki
hodowano w medium réznicujagcym do kardiomiocytow (DMEM + 20% FBS, 2 mM L-
glutamina, 0,1 mM B-merkaptoetanol, 100 uM NEAA, 100 U/ml / 100 ug/ml P/S, 100
uM kwas askorbinowy), az do pojawienia si¢ kurczacych si¢ spontanicznie

kardiomiocytow. Protokot opracowano na podstawie literatury [106].

3.2.8 Ocena ekspresji alkalicznej fosfatazy

Ekspresje¢ alkalicznej fosfatazy okre§lono fluorescencyjnie, przyzyciowo za
pomoca zestawu Alkaline Phosphatase Live Stain firmy Life Technologies wg zalecen
producenta. W zastosowanej reakcji katalizowanej przez alkaliczng fosfataze powstaje

nierozpuszczalny produkt wykazujacy zielona fluorescencje.

3.2.9 RT-PCR

Do analizy ekspresji genéw na poziomie RNA uzyto techniki RT-PCR. RNA
izolowano z komoérek za pomocg zestawu GeneMATRIX Universal RNA firmy Eurx
zgodnie z zaleceniami producenta. Po izolacji oraz pomiarze stezenia wyizolowanego
RNA przy pomocy spektrofotometru Quawell Q5000 przeprowadzano trawienie DNazg
zgodnie z zaleceniami producenta — firmy Sigma-Aldrich - w celu usunigcia

ewentualnego zanieczyszczenia genomowym DNA. Reakcje odwrotnej transkrypcji
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prowadzono przez 1 godzing w 37°C przy uzyciu polimerazy MMLV (Promega)
zgodnie z instrukcja producenta. Sklad mieszaniny reakcyjnej o objetosci 20 ul

prezentuje ponizsza tabela.

Skladnik Stezenie koncowe
RNA 50 ng/ul (1 pg/reakcje)
Losowe heksamery 2,5 ng/ul
dNTPs 500 pM
Bufor reakcyjny 1x
RNasin 40 U/ul
Odwrotna transkryptaza
MMLY 100 U/reakcje
Woda do 20 pul

W kolejnym kroku wykonano reakcje PCR na uzyskanych matrycach cDNA.

Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawia ponizsza tabela.

Skladnik Stezenie koncowe
cDNA 50 ng/ul (100 ng/reakcje)
Starter forward 0,5 uM
Starter reversed 0,5 uM
Taq Master mix (Eurx) 2x 1x
Woda do 20 pl
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W reakcja kontrolnych zamiast matrycy c¢DNA uzyto wody (kontrola
negatywna). Tam gdzie bylo to mozliwe, jako kontroli pozytywnej zamiast cDNA uzyto
plazmidu FUW-OSKM.

Program reakcji PCR prezentuje ponizsza tabela.

Temperatura Czas Ilo$¢ cykli
95°C 1 min 1
95°C 1 min
55°C 1 min 35
72°C 30s
72°C 7 min 1

Wszystkie startery zaprojektowano tak, aby ich temperatura topnienia byta
podobna, temperatura przytaczania ich par w reakcji PCR wynosila 55°C, a dlugos¢
powstatego amplikonu wynosita miedzy 200 a 400 par zasad. Ich sekwencje prezentuje

ponizsza tabela.

Nazwa
Sekwencja 5°-3’
startera

hOCT3 for ATGGCGGGACACCTGGCTT
hOCT3rev | GGGAGAGCCCAGAGTGGTGACG

hc-Myc for ATGCCCCTCAACGTTAGCT

hc-Myc rev TTACGCACAAGAGTTCCG

hNANOG for TGAACCTCAGCTACAAACAG

hNANOG rev | TGGTGGTAGGAAGAGTAAAG

hTERT for TGTGCACCAACATCTACAAG

hTERT rev GCGTTCTTGGCTTTCAGGAT
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hGAPDH for CAAAGTTGTCATGGATGACC
hGAPDH rev CCATGGAGAAGGCTGGGG
DAT for ACAGAGGGGAGGTGCGCCAG
DAT rev ACGGGGTGGACCTCGCTGCA
Tuj-1 for TGGATTCGGTCCTGGATGTG
Tuj-1 rev ACCTTGCTGATGAGCAACG
TH for GAGTACACCGCCGAGGAGATTG
TH rev GCGGATATACTGGGTGCACTGG
Nurrl for CCCAGTGGAGGGTAAACTCA
Nurrl rev AATGCAGGAGAAGGCAGAAA
Tyr for GAATGCTCCTGGCTGTTTTG
Tyr rev AGTCGTCTCTCTGTGCAGT
hNestin for CTCTGACCTGTCAGAAGAAT
hNestin rev ACTTTCTTCCTCATCTGCAA
c-Kit for GTTCTGCTCCTACTGCTTCGC
c-Kit rev TAACAGCCTAATCTCGTCGCC
MITF for TGCCCAGGCATGAACACAC
MITF rev TGGGAAAAATACACGCTGTGAG
MITF-M for | ACCTTCTCTTTGCCAGTCCATCT
MITF-M rev GGACATGCAAGCTCAGGACT
PAXS3 for AGCCGCATCCTGAGAAGTAA
PAX3 rev CTTCATCTGATTGGGGTGCT
TYRPL1 for TGTAACAGCACCGAGGATGG
TYRP1 rev TGTCCAATAGGGGCATTTTCCA
SOX10 for TCTGGAGGCTGCTGAACGAAAG
SOX10 rev TGTCTTCGGGGTGGTTGGA
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Po amplifikacji produkty reakcji PCR rozdzielono w 2% zelu agarozowym z
bromkiem etydyny o stezeniu 0,5 pg/ml przy napieciu 90V przez 25 minut. Zele
sfotografowano za pomocg urzgdzenia Gel Logic 1500 Imaging System (USA) po

wzbudzeniu swiatlem UV.

3.2.10 Barwienie immunocytofluorescencyjne

Do okreslenia ekspresji markerow poszczegdlnych typéw komorek na poziomie
biatka uzyto metody barwienia immunocytofluorescencyjnego. Komorki do barwienia
wysiewano na ptytki 24-dotkowe. Kiedy komorki byly gotowe do wybarwienia
(odpowiedni etap roznicowania, konfluencja) medium hodowlane odciggano, a komorki
ptukano delikatnie 2 razy HBSS oraz utrwalano za pomoca 4% roztworu
paraformaldehydu w HBSS przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
roztwor ten odptukiwano (trzykrotne ptukanie HBSS). Kolejnym krokiem bylta
permeabilizacja blon komoérkowych z uzyciem 0,1% roztworu Tritonu X-100 w PBS (5
minut w temperaturze pokojowej). Po trzykrotnym przeptukaniu komoérek PBS
zablokowano miejsca niespecyficznego wigzania si¢ przeciwcial, przy uzyciu 3%
roztworu BSA (w PBS) przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie komorki
inkubowano przez noc w 4°C na kotysce z odpowiednim pierwszorzgdowym
przeciwcialem rozcienczonym w 3% BSA. Kontrolg¢ negatywna stanowit 3% roztwor
BSA. Nastepnego dnia komorki przeptukiwano 3-krotnie PBS oraz inkubowano w
temperaturze pokojowej, w ciemnosci, przez 1 godzing z odpowiednim drugorzgdowym
przeciwcialem rozcienczonym w 3% BSA w stosunku 1:200 oraz z barwnikiem
Hoechst 33342 (wigzacym kwasy nukleinowe) w stezeniu 1 pg/ml. Nastepnie
trzykrotnie odptukiwano niezwigzane przeciwciato za pomoca PBS. Szalki zalewano
PBS, parafilmowano oraz analizowano przy uzyciu odwrdoconego mikroskopu
fluorescencyjnego Olympus IX70 z obiektywem kontrastowo-fazowym oraz aparatem
fotograficznym firmy Canon. Wybarwione komoérki poréwnywano z kontrolg
negatywna lub izotypowa w celu potwierdzenia specyficznosci barwienia oraz
odréznienia barwienia od autofluorescencji komorek. Uzyte przeciwciata zbiera
ponizsza tabela. W przypadku zastosowania przeciwcial pierwszorzedowych

sprzezonych z fluoroforami nie uzywano przeciwciat drugorzedowych.
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Przeciwcialo ) Gatunek/
_ Rodzaj _ Uzyte )
przeciwko/ pochodzenie Firma
przeciwciala rozcienczenie
antygen przeciwciala
Transporter
dopaminy pierwszorzedowe szczurze 1:5000 Milipore
(DAT)
Tubulina Il _ N
pierwszorzedowe mysie 1:100 Milipore
(TUJ-1)
Hydroksylaza N
pierwszorzgedowe krolicze 1:1000 Milipore
tyrozyny (TH)
Dopamina ' . .
pierwszorzgdowe krolicze 1:500 Milipore
(DA)
GFAP pierwszorzedowe, mysie 1:1000 Milipore
MITF pierwszorzedowe, krolicze 1:200 Milipore
Anty-SSEA-3
pierwszorzedowe, szczurze 1:10 BD
sprzezone z PE
Anty-
TRA-1-81 pierwszorzedowe, mysie 1:10 BD
sprzezone z
FITC
Anty-
TRA-1-60 pierwszorzedowe, mysie 1:10 BD

sprzezone z PE
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Anty-SSEA-4

sprzezone z pierwszorzedowe, mysie 1:10 BD
FITC
Anty-mysie
sprzgzone z ] Life
drugorzedowe kozie 1:200 )
Alexa Fluor Technologies
488

Anty-szczurze

sprz¢zone z _ Life
drugorzgdowe kozie 1:200 )
Alexa Fluor Technologies
488
Anty-kroélicze
sprz¢zone z _ Life
drugorzgdowe kozie 1:200 )
Alexa Fluor Technologies
555

3.2.11 Barwienie i analiza cytofluorymetryczna komorek

Ekspresj¢ = markerow  powierzchniowych  komorek 1PS  sprawdzono
cytofluorymetrycznie. Komoérki iPS zebrano akutazg, zwirowano oraz policzono.
Zawieszono 500 tys. komorek w 90 pl PBS z 2% FBS. Do zawiesiny dodano 10 pl
odpowiedniego przeciwciala (lub niespecyficznego przeciwciata tego samego izotypu w
izotypowej kontroli negatywnej). Komoérki inkubowano przez 30 minut w 4°C, w
ciemnosci, na kotysce po czym komoérki dwukrotnie odptukano w PBS 1 zwirowano.
Wybarwione komoérki zawieszono w 200 ul PBS oraz zbierano za pomoca cytometru
przeptywowego FACS Canto (ang. Fluorescence Activated Cell Sorter, BD). Uzyskane
dane analizowano przy uzyciu oprogramowania FACS Diva (BD) oraz Cyflogic w

odniesieniu do kontroli izotypowych. Uzyte przeciwciata zbiera ponizsza tabela.
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Gatunek/
Przeciwcialo przeciwko/ ] )
pochodzenie Firma
antygen
przeciwciala
Anty-SSEA-3 sprzgzone
szczurze BD
zPE
Anty-TRA-1-81 )
mysie BD
sprzgzone z FITC
Anty-TRA-1-60 )
mysie BD
sprzezone z PE
Anty-SSEA-4 sprzgzone .
mysie BD
ZFITC

Cytofluorymetrycznie  analizowano réwniez komoérki  zmodyfikowane
genetycznie posiadajgce ekspresje GFP, zarowno przy wyprowadzaniu linii jak i przy
mianowaniu wirusa na komorkach HT1080. Komorki zbierano, wirowano, zawieszano
w PBS oraz zbierano za pomoca cytometru przeptywowego FACS Canto. Uzyskane
dane dotyczgace odsetka komorek wykazujacych zielong fluorescencje GFP analizowano

przy uzyciu oprogramowania FACS Diva (BD) oraz Cyflogic.

3.2.12 Roznicowanie komorek iPS do neuronéw dopaminergicznych

Poniewaz proces reprogramowania komorek somatycznych oraz wyprowadzania
1 charakterystyki uzyskanych samodzielnie komorek kiPS jest niezwykle dtugotrwaty
wszystkie do$wiadczenia zwigzane z uzyskiwaniem zrdéznicowanych komorek
somatycznych z komorek iPS przeprowadzono na zakupionej 1 scharakteryzowanej linii
komorek iPS uzyskanej metoda wprowadzenia biatek czynnikow transkrypcyjnych —

komorkach piPS (System Biosciences).

Ze wzgledu na ograniczenie czasowe niniejszego projektu doswiadczenia

zwigzane z reprogramowaniem komoérek somatycznych oraz réznicowaniem komorek
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iPS  prowadzone byly rownolegle. Byloby to niemozliwe przy braku
scharakteryzowanych komorek piPS, ktore postuzyty nie tylko jako zrodto komoérek iPS
do rdéznicowania, ale takze jako kontrola pozytywna w wielu do$§wiadczeniach oraz

zostaly uzyte w celu opracowania wielu opisanych w tym rozdziale metod.

Roéznicowanie komorek piPS do neurondw dopaminergicznych przeprowadzono
za pomoca trzech rdéznych protokotow, opracowanych na podstawie danych

literaturowych.

3.2.12.1 Protokol 1

Jest to wieloetapowy protokot, ktory powstal na bazie danych literaturowych
[98]. W pierwszym etapie konfluentne komoérki iPS hodowane na warstwie odzywczej z
komorek iMEF zbierano akutazg oraz wysiewano w postaci zawiesiny pojedynczych
komorek na szalke uniemozliwiajaca adhezje komorek, w medium do komorek iPS bez
bFGF, w gestosci  2-2,5x10%/cm?®. Nastepnie komoérki piPS hodowano w zawiesinie
przez 4 dni, az do wytworzenia cialek embrioidalnych EB. W kolejnym kroku ciatka
embrioidalne zebrano, zwirowano (300 rpm, 5 minut) oraz wysiano na szalke
adherentng o takiej samej powierzchni jak uzyta szalka nieadherentna w medium do
komorek MEF. Po ok. 18 godzinach rozpoczeto selekcje progenitorow neuronalnych

(NPC) zmieniajac medium na medium N1 o sktadzie:

Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x
Fibronektyna 250 ng/ml

P/S 100 U/ml/ 100 pg/ml
DMEM/F12

Selekcje w bezsurowiczym medium N1 prowadzono przez 10 dni co drugi dzien
usuwajac martwe komorki oraz podajac §wieze medium N1. Suplement N2 firmy Life
Technologies zawiera ludzkie: insuling (0,1 mg/ml), holotransferyne (5 pg/ml),
progesteron (20 uM), putrescyne (0,1 mM), selenian sodu (30nM) (stgezenia koncowe,
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po rozcienczeniu w medium). W kolejnym kroku prowadzono ekspansje
wyselekcjonowanych progenitorow neuronalnych. Komoérki NPC rozdysocjowano
trypsyna na pojedyncze komorki oraz wysiano w gestosei 0,5 — 2x10°/cm2 na szalki
pokryte lamining i poli-ornityng. Ekspansj¢ komoérek NPC prowadzono przez 7 dni w

medium N2 o sktadzie:

Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x
Laminina 1 mg/mi
bFGF 20 pg/ml
FGF8 100 ng/ml
P/S 100 U/ml / 100 pg/ml
DMEM/F12

NPC mrozono w medium N2 z 10% DMSO w gestosci 2 miliony komorek/ml.
Po zakonczonej ekspansji przez 7-16 dni prowadzono terminalne rdznicowanie

komorek zmieniajac medium z N2 na medium N3. Jego sktad prezentuje ponizsza

tabela.
Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x
Laminina 1 mg/ml
Dibutyrylo-cAMP 0,5 mM
Kwas askorbinowy 200 uM
P/S 100 U/ml / 100 pg/ml
DMEM/F12
3.2.12.2 Protokot 11

Protokoét 11 rézni si¢ od protokotu I sktadem mediow réznicujacych. Zawieraja
one substancje zwigkszajace wydajnos¢ roznicowania. Ponizsze tabele prezentuja ich

sktad.
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medium N1+:

medium N2+:

medium N3+:

Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x
Fibronektyna 250 ng/ml

SB431542 10 uM

P/S 100 U/ml/ 100 pg/ml
DMEM/F12

Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x

Laminina 1 mg/ml

bFGF 20 pg/ml
FGF8 100 ng/ml
Purmorfamina 1,5 uM
SB431542 10 uM
P/S 100 U/ml / 100 pg/ml
DMEM/F12

Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x

Laminina 1 mg/ml

Dibutyrylo-cAMP 0,5mM
Kwas askorbinowy 200 uM
Purmorfamina 1,5 uM
BDNF 20 ng/ml
GDNF 10 ng/mi
TGFB-3 1 ng/ml
Noggin 300 ng/ml
P/S 100 U/ml/ 100 pg/ml
DMEM/F12

70




3.2.12.3 Protokol 111

Protokot roznicowania oparty o podwdjng inhibicje Sciezki sygnalowej SMAD

wykonano w oparciu o literature [107].

W pierwszym etapie konfluentne komorki iPS hodowane na warstwie odzywczej
z komorek iMEF zbierano akutazg oraz wysiewano w postaci pojedynczych komoérek na
szalke optaszczong matrizelem w gestosci 18 tys. komorek/cm? w medium do komoérek
IPS pre-kondycjonowanym przez 24 godziny przez mysie embrionalne fibroblasty
zawierajagcym 10 uM Y-27632. Nastepnego dnia po wysianiu komorkom podano takie
samo, $wieze medium. Po 48 godzinach od wysiania — w 1. dniu réznicowania -

medium zmieniono na medium roznicujace KSR. Jego sktad prezentuje ponizsza
tabela.

Skladnik Stezenie
KSR 15%
B-merkaptoetanol 55 uM
Non-Essential
] ) 100 uM
Amino Acids
L-Glutamina 2mM
Noggin 200 ng/ml
SB431542 10 uM
P/S 100 U/ml / 100 pg/ml
DMEM

Pierwszy etap roznicowania prowadzono przez 4 kolejne dni, co drugi dzien
zmieniajagc medium réznicujace KSR na Swieze. W 4. dniu rdéznicowania medium
zmieniono na mieszanine 3:1 medium réznicujace KSR: medium réznicujace N2. Sktad

medium réznicujacego N2 przedstawia ponizsza tabela.
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Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x
Noggin 200 ng/ml
SB431542 10 uM
P/S 100 U/ml/ 100 pg/ml
DMEM/F12

W 6. dniu rdéznicowania medium zmieniono na mieszaning 1:1 medium
réznicujagce KSR: medium rdéznicujace N2. W 8. dniu réznicowania medium zmieniono
na mieszaning 1:3 medium roznicujace KSR: medium roznicujagce N2. 10. dnia
réznicowania komorki zostaly spasazowane akutaza, zwirowane, policzone oraz
wysiane w kroplach na wysuszone szalki optaszczone matrizelem. Na jeden dotek
ptytki 24-dotkowej wysiano 600 tys. komoérek w 6 kroplach po 20 pl. Gestos¢
zawiesiny komorkowej wynosita 5x10® komoérek/ml. Po 20 minutach od wysiania
kropel dodano 400ul medium do terminalnego roznicowania 1. Jego skiad

przedstawia ponizsza tabela.

Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x
Noggin 200 ng/ml
SB431542 10 uM
BDNF 20 ng/ml
FGF8 100 ng/ml
Purmorfamina 1,5 uM
P/S 100 U/ml / 100 pg/ml
DMEM/F12

Roéznicowanie w tym medium prowadzono przez 1 tydzien, zmieniajac medium
co drugi dzien na §wieze. Nastepnie medium zmieniono na medium do terminalnego

réznicowania 2. Jego sklad przedstawia ponizsza tabela.
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Skladnik Stezenie
Suplement N2 1x
Dibutyrylo-cAMP 0,5 mM
Kwas askorbinowy 200 uM
BDNF 20 ng/ml
GDNF 20 ng/ml
TGFB-3 1 ng/mi
P/S 100 U/ml / 100 pg/ml
DMEM/F12

Réznicowanie w tym medium prowadzono przez 2 kolejne tygodnie.

3.2.13 Identyfikacja dopaminy w medium hodowlanym metodag
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz

wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektroskopia
masowg (HPLC-MS)

Identyfikacji dopaminy w medium hodowlanym dokonano za posrednictwem

dwu niezaleznych chromatografow.

Identyfikacji dopaminy w medium hodowlanym metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) dokonano w Zaktadzie Neuro-psychofarmakologii

Instytutu Farmakologii PAN dzigki uprzejmosci 1 pomocy pani dr Katarzyny Kuter.

Medium znad komoérek produkujacych dopamine wyrdznicowanych protokotem
I zostalo zwirowane w celu oddzielenia od komorek, szybko zamrozone w ciektym
azocie i przechowywane w -80°C do czasu analiz. Po rozmrozeniu do mediow (400 pl)
zostat dodany 8x stezony (50 pul) bufor o sktadzie (1x): 0,1 M kwas nadchlorowy 1 0,05
mM kwas askorbinowy. Nastepnie, celem eliminacji biatek, probki zostaly zamrozone
w -80°C na 20 minut, rozmrozone, zwirowane (10000 g, 15 min, 4°C) oraz
przefiltrowane przez filtr nitrocelulozowy o $rednicy a 0,2 mm (Sartstedt, Niemcy).
Analogicznie przygotowane zostaty standardy czystych neuroprzekaznikow o stezeniu 1
ug/ml: dopaminy oraz jej metabolitow: kwasu 3.4-dihydroksyfenylooctowego
(DOPAC), 3-metoksytyraminy (3-MT) oraz kwasu homowanilinowego (HVA)
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(wszystkie Sigma-Aldrich, Niemcy). Jako kontroli negatywnej uzyto medium

niekondycjonowanego przez komorki.

Tak przygotowane probki byty rozdzielane przy pomocy chromatografu, ktory
sktadat si¢ z nastgpujacych elementow: chlodzonego do 4°C autosamplera ASI-100
(ASI, USA), pompy izokratycznej P680 z degazerem (Dionex, Niemcy), kolumny
Hypersil C18 o wymiarach 100 mm x 3 mm, i $rednicy zloza 3 um (Thermo Scientific,
UK) w termostatowanej celi (28°C, Dionex, Niemcy) oraz detektora
elektrochemicznego Coulochem III (ESA, USA). Faza ruchoma sktadata si¢ z 50 mM
NaH,PO,, 40 mM kwasu cytrynowego, 0,25 mM soli sodowej kwasu 1-
oktanosulfonowego, 0,25 mM EDTA, 1,3% acetonitrylu, 2,4% metanolu (wszystkie
Sigma-Aldrich, Niemcy). Zastosowany potencjal na detektorach wynosit E1 =350 mV i
E2 = -220 mV. Szybko$¢ przyplywu wynosita 0,7 ml/min, a objetos¢ nastrzyku 10 pl.
Dane byty analizowane przy uzyciu oprogramowania Chromeleon (Dionex, Niemcy).
Dopamina 1 jej metabolity byly identyfikowane ze wzgledu na czas retencji, a ich

zawarto$¢ okreslana na podstawie pola powierzchni piku.

Identyfikacj¢ dopaminy w medium hodowlanym metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektroskopig masowag (HPLC-MS) wykonano
w Zaktadzie Chemii Lekéw Instytutu Farmakologii PAN dzigki uprzejmosci 1 pomocy

pana mgr Jakuba Staronia.

Probki i standardy przygotowano tak jak w poprzednim punkcie. Analiz¢ HPLC-
MS wykonano na aparacie TQD Waters (USA) sprzezonym z chromatografem
cieczcowym UHPLC klasy H 1 detektorem UV/VIS. Rozdziat analizowanych zwigzkow
przeprowadzono na kolumnie ACQUITY UPLC BEH C18 o wymiarach, 50 mm x 2,1
mm i $rednicy ztoza 1,7 um. Jako eluent stosowano gradient acetonitryl-woda 5% -
95% do 100% acetonitryl przez 3 min przy przeplywie 0,3 ml/min., a nastgpnie 100%
acetonitryl przez 0,5 min. Jonizacja nastgpowata metodg electrospray w ukladzie

dodatnim. Dopamina byta identyfikowana ze wzgledu na czas retencji i widmo masowe.
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3.2.14 Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) komoérek
produkujacych melanine

Technike t¢ wykonano w Pracownii Mikroskopii Elektronowej Zakladu
Patomorfologii Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie-Prokocimiu dzieki

uprzejmosci i pomocy pani dr Barbary Urbanowicz.

Zréznicowane komorki produkujgce melaning wyrdznicowane protokotem I
zebrano trypsyng oraz zwirowano. Pelet komorek zostal utrwalony w 2% aldehydzie
glutarowym w PBS o pH 7,3 przez 15 minut w temperaturze pokojowej, a nastgpnie w
1% czterotlenku osmu. W kolejnych krokach komorki zostaty przeptukane,
odwodnione w szeregu alkoholowym (50%, 70%, 90%, 95%, 100%) oraz zatopione w
zywicy epoksydowej. Nastepnie preparat zostat skrojony na skrawki, wybarwiony 2%
roztworem octanu uranu i cytrynianu olowiu oraz zanalizowany pod transmisyjnym

mikroskopem elektronowym Philips EM 300 przy 80 kV.

3.2.15 Identyfikacja melaniny metoda elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR)

Technike t¢ wykonano w Zaktadzie Biofizyki Wydzialu Biochemii, Biofizyki 1

Biotechnologii UJ dzigki uprzejmosci i pomocy pana dr hab. Przemystawa Ptonki.

Komorki piPS zréznicowano do komorek produkujacych melaning za pomoca
protokotu I. Komorki zebrano trypsyna, zwirowano oraz przeptukano PBS. Pelet
komorkowy zostat zamrozony w -80°C do czasu analiz. Po rozmrozeniu pelet zostat
zawieszony w PBS i zmierzony w pipecie Pasteurowskiej umieszczonej w kwarcowym
dewarze palcowym, w temperaturze pokojowej. Probke analizowano w spektrometrze
Varian E3 (Varian, USA) wyposazonym w prostokatnag wngke rezonansowg TE 102.
Oprocz widma komorek produkujacych melaning analizowano takze widma EPR
syntetycznej melaniny oraz prekursorow neuronalnych nieprodukujacych melaniny o
podobnej gestosci 1 liczbie. Uzyto nastepujgcych parametréw pomiarow: czestotliwosée
mikrofal (pasmo X): 9,2 GHz, moc mikrofal 2,3 mW, zakres przemiatania pola 3230-

3330 Gs, amplituda modulacji 10 Gs, czas skanu 200 s, stala czasowa 0,1 s,
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wzmocnienie sygnatu 5 x 10°. Kazde widmo EPR zostato usrednione z 3 skandw oraz

przedstawione jako pierwsza pochodna widma absorbcji.

3.2.16 Barwienie Fontany-Masson’a

Technik¢ t¢ wykonano w Zaktadzie Biofizyki Wydziatu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii UJ dzigki uprzejmosci i pomocy pani mgr Dominiki Michalczyk-Wetuli

oraz pana dr hab. Przemystawa Ptonki.

Komorki piPS zréznicowano do komoérek produkujacych melaning za pomoca
protokotu I na szalkach sze$cio-dotkowych. Usunigto pozywke hodowlana, a komoérki
dwukrotnie delikatnie przeptukano PBS. Szalki umieszczono na lodzie i komorki
utrwalano przez 5 minut lodowatym metanolem w objetosci 1,5ml/dotek. Nastgpnie
szalki dwukrotnie przeplukano PBS oraz zalano cieptym (56°C) amoniakalnym
roztworem srebra(l) (przygotowanym na $wiezo) i umieszczono w tazni wodnej o
temperaturze 56°C na 30 minut ostaniajac je przed swiatlem folig aluminiowa. Komorki
kontrolne w tym czasie inkubowano z PBS. Naste¢pnie szalki czterokrotnie przeptukano
woda destylowang i zalano 1% roztworem Na,S,03 (Sigma-Aldrich) na 1 minutg. Szalki
dwukrotnie przeptukiwano woda biezacag przez 2 min i zalano 0,5% roztworem
czerwieni obojetnej na 10 minut. Komoérki ponownie dwukrotnie przeplukiwano woda
biezacg przez 2 minuty i odwodniono kolejno umieszczajac je w 70, 96 1 100% etanolu
(w kazdym roztworze umieszczajac je dwukrotnie). Komorki wysuszono oraz

zanalizowano i sfotografowano pod mikroskopem §wietlnym.

3.2.17 Indukcja i weryfikacja szczurzego modelu choroby Parkinsona
oraz przeszczepienie wyroznicowanych komorek

Metody te zostaly wykonane w Zaktadzie Neuro-psychofarmakologii Instytutu
Farmakologii PAN dzigki uprzejmo$ci i pomocy pani mgr Klemencji Berghauzen-

Maciejewskiej oraz pani mgr Urszuli Gtowackie;.
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Do indukgcji szczurzego modelu choroby Parkinsona uzyto 6-hydkorsydopaminy
6-OHDA (Sigma-Aldrich) podanej jednostronnie w trakcie operacji stereotaktycznej do
peczka przysrodkowego przodomozgowia (MFB). Szczury o wadze ok. 280-300 g
zostaly uspione poprzez domig¢sniowe podanie ketaminy (65 mg/kg masy ciala) i
ksylazyny (5 mg/kg). Na 30 minut przed podaniem toksyny dootrzewnowo podana
zostala dezypramina (30 mg/ml’kg, Sigma-Aldrich) w celu ocalenia ukladu
noradrenergicznego. USpiony szczur umieszczony zostal na stoliku stereotaktycznym
(Stoelting, USA). Po przystrzyzeniu wloséw oraz przecigciu skory glowy mieénie
zostaly odsunigte, aby uwidoczni¢ szwy czaszki. Powierzchnia czaszki zostata
zakropiona perhydrolem w celu =zastopowania krwawien, dezynfekcji oraz
uwidocznienia szwow czaszki (lambdy i bregmy), ktore stanowig punkty odniesienia
dla pomiaréw stereotaktycznych. Przy wuzyciu $ruby mikrometrycznej zostato
wyznaczone miejsce wykonania otworu dla kaniuli podajacej. Pozycja kaniuli
prowadzacej zostala ,,wyzerowana” poprzez odczytanie pozycji xyz na stoliku
stereotaktycznym w punkcie bregmy, a nastgpnie zaznaczone zostato miejsce wejscia
kaniuli do MFB (koordynaty wzgledem bregmy: anteroposterior -1,6 mm, lateral +1,6
mm, vertical -8,4 mm). Miejsca podan toksyny oraz komorek wybrano na podstawie
atlasu [101]. W czaszce wywiercony zostal otwoér, przez ktory do pegczka
przysrodkowego przodomoézgowia (MFB) wprowadzona zostata kaniula prowadzaca
wraz z podajaca. Przez kaniule¢ za pomoca strzykawki Hamiltona podana zostala
neurotoksyna 6-OHDA HBr (8 pg (wolnej zasady) w 4ul 0,2% kwasu askorbinowego).
Zwierzetom kontrolnym (sham-operated) zamiast 6-OHDA w ten sam sposob podano
sam rozpuszczalnik. Toksyn¢ podawano powoli, ok. 1 pl/min, a po zakonczeniu
podania kaniula pozostala na miejscu przez kolejne 4 minuty, aby ptyn zostat
catkowicie wchtoniety. Po wyjeciu kaniuli otwdr w czaszce zacementowano cementem
dentystycznym (Palavit), czaszke zasypano ampicyling, a rozcigta skore zeszyto ni¢mi

jedwabnymi.

Dwa tygodnie po operacji wykonany zostal pomiar zachowania asymetrycznego
zwierzat przy uzyciu rotametrow w celu okreslenia stopnia jednostronnego uszkodzenia
nigrostriatalnego ukladu dopaminowego. Rotametry (PanLab) to zautomatyzowane
liczniki obrotow zwierzat wokot wlasnej osi  (zilustrowane na rycinie 13).
Oprogramowanie komputerowe zlicza ilo$¢ pelnych obrotow (360°) szczura w

jednostce czasu. W celu przeprowadzenia pomiaru zachowania asymetrycznego
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szczurom podskérnie podawano apomorfing (0,25 mg/ml/kg masy ciata) lub
amfetamine (2,5 mg/ml/kg masy ciata) (obie Sigma-Aldrich) bezposrednio przed
umieszczeniem w rotametrach. Po 10 minutach adaptacji prowadzono rejestracj¢ ilosci
pelnych obrotow szczura w ciggu 1 (po apomorfinie) lub 1,5 godziny (po amfetaminie).

Wedtug literatury 6 pelnych obrotéw/min po apomorfine wskazuje na uszkodzenie 90%

neuronéw dopaminowych w istocie czarnej.

Rycina 12. Pomiar zachowania
asymetrycznego  SzCzurOwW  przy
uzyciu rotametrow. Zrodlo: zdjecie
wlasne.

Miesigc po operacjach zwierz¢ta otrzymaly przeszczepy komorek
produkujacych dopaming uzyskanych protokolem I do dwoch miejsc w prazkowiu
(koordynaty wzgledem bregmy: anteroposterior +1,0 mm, lateral +2,5 mm, vertical -5,0
mm oraz anteroposterior +0,2 mm, lateral +2,7 mm, vertical -5,0 mm) po lezjonowanej
stronie. Operacje przeprowadzano tak jak opisano powyzej. Komorki zebrane trypsyna
zawieszono w PBS i wszczepiano w postaci dwu depozytow po 100 000 komorek
produkujacych dopaming w 4 ul PBS. Zawiesina komoérek byta podawana przez ok. 1
minute, za pomocg strzykawki Hamiltona. Po zakonczeniu iniekcji kaniula pozostawata
w miejscu przez kolejne 4 minuty. W grupach kontrolnych zamiast zawiesiny komoérek
zwierzgta otrzymaty sam PBS. W celu usunigcia ryzyka odrzucenia ksenoprzeszczepow

zwierzeta otrzymywaty codziennie dootrzewnowe zastrzyki z cyklosporyny A (Sigma-

78



Aldrich) w 5% DMSO w dawce 15 mg/kg, a dzien przed wszczepieniem otrzymaty 30
mg/kg cyklosporyny A.

Cztery tygodnie po wszczepieniu komorek szczury byty zabijane przez
dekapitacje w celu pobrania moézgéw do badan immunohistochemicznych. Po
dekapitacji mozgi wyjmowano z czaszki, utrwalano przez tydzien w 4%
paraformaldehydzie, a nast¢pnie 20% sacharozie oraz krojono na skrawki o grubosci 20
um z pomoca kriostatu Cryotome 650 (Anglia Scientific). Skrawki przechowywano w -
20°C w jatowym buforze krioprotekcyjnym zawierajagcym 30% sacharozy oraz 30%

glikolu etylenowego w PBS do czasu barwienia immunohistochemicznego.

3.2.18 Barwienie immunohistochemiczne skrawkow moézgow
szczurzych

Technik¢ te wykonano w Zaktadzie Neuro-psychofarmakologii Instytutu
Farmakologii PAN dzigki uprzejmosci i pomocy pani mgr Klemencji Berghauzen-

Maciejewskiej.

Skrawki moézgoéw szczurzych odpowiadajacych miejscu podania komorek
wybarwiono na obecnos¢ hydroksylazy tyrozynowej (TH). Barwienie wykonywano na
szalkach 24-dotkowych. Skrawki zalano 1% H;0; na 10 minut w celu usunigcia
endogennych peroksydaz, po czym wyplukano trzykrotnie PBS. Nastepnie
niespecyficzne miejsca wigzania wyblokowano 2% surowica konska (Vector
Laboratories) przez 30 minut. W kolejnym kroku do skrawkéw dodano przeciwciato
pierwszorzgdowe przeciwko TH (rozcienczenie 1:3000, Milipore) w 2% surowicy
konskiej w PBS z dodatkiem 0,2% Tritonu X-100. Skrawki inkubowano przez 2 dni w
4°C. Niezwiazane przeciwciata odptukano trzykrotnie PBS, a skrawki zalano 0,1% BSA
w PBS na 10 minut. Nastepnie skrawki przeptukano PBS oraz ponownie zalano 2%
surowicg konska na 30 minut. W kolejnym kroku dodano roztwor biotynylowanych,
drugorzedowych, konskich przeciwciat anty-mysich (rozcienczenie 1:200, Vector
Laboratories) w 2% surowicy konskiej w PBS z dodatkiem 0,2% Tritonu X-100 na 30
minut. Niezwigzane przeciwciala odptukano PBS. W kolejnym kroku skrawki

inkubowano w roztworze Vectastain przez 60 minut (Vector Laboratories) zgodnie z
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instrukcja producenta. Roztwoér ten zawiera awidyng skoniugowang z peroksydaza
chrzanowg. Skrawki odptukano w PBS oraz 50 mM Tris o pH 7,4. W kolejnym kroku
skrawki inkubowano z substratem peroksydazy chrzanowej, ktory w wyniku reakcji
tworzyl brazowy, nierozpuszczalny produkt. Uzyto zestawu DAB Peroxidase (HRP)
Substrate Kit firmy Vector Laboratories oraz postgpowano zgodnie z instrukcja
producenta. Po pojawieniu si¢ brgzowego zabarwienia reakcj¢ zatrzymano phluczac
skrawki dwukrotnie w 50 mM Tris o pH 7,4. Skrawki naciggni¢to na szkietka
podstawowe oraz odstawiono do wyschnigcia. Preparaty odwodniono we wzrastajagcych
stezeniach etanolu (70%, 90%, 96%, 100%), a nastgpnie przeptukano ksylenem,
pokryto medium Permont oraz zamknigto szkietkami nakrywkowymi. Preparaty

analizowano oraz fotografowano pod mikroskopem optycznym Olympus IX70.

3.2.19 Indukcja oraz ocena mysiego modelu choroby Parkinsona

Mysi  model choroby Parkinsona wyindukowano poprzez codzienne
dozotadkowe podania rotenonu myszom szczepu NOD/SCID. Myszy byty hodowane w
Zwierzetarni CMUJ w standardowych warunkach dwunastogodzinnego cyklu dnia i
nocy. Rotenon byt podawany myszom raz dziennie przez sond¢ dozotadkowa ze stali
nierdzewnej (Animalab) w stezeniu 30 mg/kg masy ciata, w objetosci Sml/kg masy
ciata codziennie przez 56 dni. Rotenon rozpuszczano na $§wiezo w 0,5% roztworze
karboksymetylocelulozy z kropla Tweenu 20 na kazda porcje. Grupy kontrolne
otrzymywatly sam rozpuszczalnik (0,5% roztwor karboksymetylocelulozy) lub w ogole

nie byly poddawane zabiegom karmienia.

Skuteczno$¢ indukcji modelu choroby Parkinsona u myszy NOD/SCID
okreslano za pomoca behawioralnego testu koordynacji ruchowej z uzyciem urzadzenia
Rota-rod 7750 (Ugo Basile, Wtochy). Rota-rod to zautomatyzowane urzadzenie do
pomiaru zachowania pigciu myszy rownoczesnie. Przedstawia je rycina nr 12. Test
koordynacji ruchowej polega na pomiarze czasu utrzymywania si¢ myszy na rotujagcym
1 przyspieszajacym precie. Test taki wykonano na poczatku, w polowie i na koncu
okresu podawania rotenonu. Dzien przed wykonaniem testu wykonano pigcio-
minutowy pre-test adaptacyjny, w ktorym pret rotowat ze stata predkoscia 5 obrotow na

minut¢. W dniu wlasciwego testu wykonano pre-test ze stala predkoscia (5 obrotow na
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minute), po ktorym nastepowatl wtasciwy pomiar. W czasie testu pret przyspieszat w

zakresie 5-60 obrotow na minut¢ w czasie 5 minut. Dla kazdej myszy rejestrowano czas

od umieszczenia na rotujagcym precie do spadku.

Rycina 13. Test koordynacji ruchowej myszy z uzyciem urzadzenia Rota-rod. Zrédto:
zdjecie wlasne.

Po zakonczeniu okresu podawania rotenonu myszy zostaly usmiercone, ich
mozgi zostaly wyizolowane, utrwalone w formalinie (40% roztwor paraformaldehydu),
a nastgpnie 20% sacharozie oraz pokrojone na kriostacie Cryotome 650 (Anglia
Scientific) na skrawki o grubosci 20 um. Skrawki zostaly wybarwione
hematoksyling/eozyng oraz poddane analizie histopatologicznej pod katem zmian
patologicznych w istocie czarnej. W celu lokalizacji istoty czarnej na uzyskanych

skrawkach postuzono si¢ atlasem [108].

Mobzgi mysie zostaty skrojone w Zaktadzie Neuro-psychofarmakologii Instytutu

Farmakologii PAN dzi¢ki uprzejmosci i pomocy pani mgr Urszuli Glowackiej.
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Barwienie hematoksyling/eozyng oraz analiza histopatologiczna zostaty
wykonane w Zaktadzie Patomorfologii Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego w
Krakowie-Prokocimiu dzigki uprzejmosci i pomocy pani mgr Elzbiety Trze$niowskiej-

Popiel, pani dr Grazyny Drabik oraz prof. dr hab. med. Dariusza Adamka.

3.2.20 Konstrukcja plazmidow

Wykorzystujac techniki klonowania DNA oraz postepujac zgodnie z
instrukcjami producenta zestawu Gateway (Life Technologies) skonstruowano
plazmidy lentiwirusowe eGFP@pLenti6/Ubc oraz eGFP@pLenti6. Wzmocniona
(e, ang. enhanced) wersja biatka GFP zostala wyklonowana z plazmidu eGFP-

RB1@pUC przy pomocy pary starterow o sekwencjach:

eGFPattB1 for

57 - GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAAGGAGATAGAACCA
TGGTGAGCAAGGGCGA

eGFPattB2 rev

5 - GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTACTTGTACAGCTCGT
CCATG

Startery te wprowadzaly nawisy na poczatku i koncu sekwencji GFP, ktore
nastepnie pozwolily na wprowadzenie zamplifikowanej sekwencji do plazmidow
docelowych na zasadzie homologicznej rekombinacji. Przy klonowaniu tej sekwencji
uzyto polimerazy Hybrid firmy Eurx, ktéra posiada aktywnos$¢ egzonukleazy 3°-5°, co
zminimalizowalo ryzyko wystapienia mutacji w czasie amplifikacji. Sktad mieszaniny
reakcyjnej oraz program PCR dobrano zgodnie ze wskazowkami producenta
polimerazy. Uzyskane lentiwirusowe plazmidy docelowe przenosity gen egfp pod
kontrolg stabego, lecz konstytutywnego promotora ubkwityny C (eGFP@pLenti6/Ubc)
oraz silnego, ale wyciszanego promotora wirusa cytomegalii CMV (eGFP@pLenti6).
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Uzyskanymi plazmidami transformowane zostaly bakterie Escherichia coli szczep
Stbl3, w ktorych plazmidy zostaty namnozone. Plazmidowe DNA zostato wyizolowane
z bakterii przy uzyciu zestawu GeneMATRIX Basic DNA Purification Kit firmy Eurx.
Po pomiarze stezenia wyizolowanego plazmidowego DNA przy pomocy
spektrofotometru Quawell Q5000 poddano je analizie restrykcyjnej enzymami EcoRI i
EcoRV. Po pozytywnym wyniku analizy restrykcyjnej zsekwencjonowano plazmidy
eGFP@pLenti6/Ubc, eGFP@pLenti6 oraz pLOX-GFP-iresTK  (uzyskany z
repozytorium Addgene) uzywajac zestawu BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit.
Sekwencyjng reakcjg PCR prowadzono zgodnie =z zaleceniami producenta.
Wykorzystano startery komplementarne do sekwencji wirusowych flankujacych
przenoszony transgen. Produkty sekwencyjnej reakcji PCR oczyszczono oraz
rozdzielono przy pomocy sekwenatora ABI Prism 310 PE (Applied Biosystems, USA).
Uzyskane dane zanalizowano za pomoca oprogramowania Lasergene. Po potwierdzeniu
prawidlowosci sekwencji wszystkie uzywane plazmidy namnozono na duza skalg w
bakteriach E. coli (w 100 ml ptynnej pozywki) oraz wyizolowano zestawem QIAfilter
Plasmid Maxi Kit. Zmierzono st¢zenie oraz czystos¢ wyizolowanych plazmidow przy

pomocy spektrofotometru Quawell Q5000.

Skonstruowane plazmidy eGFP@pLenti6/Ubc oraz eGFP@pLenti6 przenosilty
gen biatka zielonej fluorescencji pod kontrola dwu roéznych promotéw oraz gen
opornosci na blastycydyne. Plazmid pLOX-GFP-iresTK przenosil gen biatka zielonej
fluorescencji oraz gen kinazy tymidynowej HSV-TK oddzielone sekwencja

wewnetrznego wejscia rybosomu IRES pod kontrolg promotora CMV.

3.2.21 Produkcja i mianowanie wektoréw lentiwirusowych

Wektory oparte na lentiwirusie HIV-1 wyprodukowano zgodnie z instrukcja
producenta zestawu Vira Power — firmy Life Technologies. Komorki wysoce
permisywnej linii embrionalnej ludzkiej nerki 293 T posiadajace stabilng ekspresje
wielkiego antygenu T wysiano w gestosci 9,5x10° komérek na butelke o powierzchni
75 cm®. Po 4 godzinach od wysiania transfekowano komorki za pomoca fosforanu

wapnia. Przygotowano mieszaning transfekcyjng o nastgpujacym sktadzie:
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Skladnik Ilos¢
Plazmidowe DNA 26-39 ng

H,O 585 ul

2,5 M CaCl, 65 ul

2x BBS 650 ul

Bufor 2x BBS (zbuforowany buforem BES roztwor soli fizjologicznej o pH 7,2)
przygotowano, przefiltrowano i rozporcjowano wczesniej rozpuszczajac 4,28 g buforu

BES, 6,4 g NaCl i1 0,108 g Na,HPO,4 w 400 ml wody destylowanej.

Mieszaning transfekcyjng inkubowano przez 20 minut w temperaturze
pokojowej. W tym czasie formowaly si¢ kompleksy DNA-fosforan wapnia. Nast¢pnie
ostroznie wkroplono mieszaning do komorek, ktérym wczesniej zmieniono medium na
Swieze, zawierajace 25 pM chloroching, ktora zwigksza wydajnos$¢ transfekcji.
Nastgpnego dnia ostroznie zmieniono medium na swieze. Po 48 oraz 72 godzinach od
transfekcji zbierano medium znad komorek produkujacych wirusa. Medium zawierajace
wektory lentiwirusowe wirowano przy 3000 obrotow na minutg przez 10 minut w 4°C
oraz filtrowano przez filtry strzykawkowe o $rednicy poréw 0,45 um aby oddzieli¢
nadsgcz wirusowy od debris komorkowego. Medium zawierajgce wektory wirusowe

porcjowano oraz mrozono w -80 °C.

Aby wyprodukowa¢ konkretne wektory wirusowe uzywano nast¢pujgcych

zestawoOw plazmidow:
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Plazmid Ilosé
Plazmid ekspresyjny
eGFP@pLenti6 lub 1,5x10" kopii czyli 12 pg
eGFP@pLenti6/Ubc
pLP1 7 ug
pLP2 7 ug
pVSVG 4 ug
Plazmid Ilos¢
Plazmid ekspresyjny 1,5x10™ kopii
pLOX-GFP-iresTK czyli 20 pg
pCMV-dR8.2dvpr 15 pg
pVSVG 4 ug

Ze wzgledu na fakt, iz kazdy plazmid ekspresyjny cechuje si¢ réznym
rozmiarem uzywano zawsze statej ilosci ich kopii. Ilo$¢ kopii plazmidéw przeliczono

na ich mas¢ za pomocg kalkulatora mas DNA http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html.

Plazmidy pLP1, pLP2, pVSVG oraz pCMV-dR8.2dvpr przenosza wszystkie geny
niezb¢dne do produkcji funkcjonalnych czastek wirusowych w komorkach
produkujacych wirusa. Plazmidy pLP1 oraz pLP2 (uzywane z wektorami ekspresyjnymi
pLenti6), niezbedne sg do produkcji wektoréw lentiwirusowych III generacji, natomiast
plazmid pCMV-dR8.2dvpr (uzywany z plazmidem pLOX-GFP-iresTK) jest konieczny

do produkcji wektorow lentiwirusowych Il generacji.
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W celu okreslenia miana wyprodukowanych wektoréw wirusowych infekowano
komoérki linii HT1080. Komorki wysiewano na phytki 24-dotkowe w gestosci 5x10*
komorek na dotek. Po 4h do komorek dodawano okreslone ilosci wirusa (od 100 do
0,1 ul) wraz z polibrenem w stezeniu 6 pg/ml (ktory zwigksza wydajnos¢ transdukcji).
Nastepnego dnia medium zmieniano na §wieze. Po 48h od transdukcji komorki zbierano
trypsyna, wirowano oraz zawieszano w PBS. Nast¢pnie analizowano odsetek komorek
wykazujacych zielong fluorescencje za pomocag cytometru przeplywowego FACS
Canto. Znajac ilos¢ wszystkich komorek w momencie infekcji, objetos¢ dodanego
wirusa oraz odsetek transdukowanych komorek obliczano ilo$¢ czastek infekcyjnych
wirusa TU (ang. Transducing Units) w 1ml uzytej zawiesiny wirusa. Przy czym

zatozono, ze jedna czastka wirusa transdukuje jedng komorke.

3.2.22 Modyfikacja genetyczna komorek

Komoérki  linii  Rh30  transdukowano  wyprodukowanymi  wektorami
lentiwiursowymi. Uzyto wektorow przenoszacych geny egfp oraz tk-hsv lub jedynie
egfp (linia kontrolna) pod kontrolg promotora CMV. Komoérki Rh30 wysiano na szalki
6-dotkowe, a nast¢gpnego dnia dodano do nich zawiesiny lentiwirusow w takiej ilosci,
aby stosunek ilosci czastek infekcyjnych do liczby komorek (MOI, ang. Multiplicity of
Infection) wyniost 5. Do zawiesiny wirusow dodano polibrenu w stezeniu 6 pg/ml.
Nastepnego dnia po infekcji medium zmieniono na $wieze. Transdukowane komorki
hodowano przez kolejne 2 dni, po czym zanalizowano ich fluorescencje pod
mikroskopem fluorescencyjnym oraz przy uzyciu cytometru przeptywowego. Po 72h od
infekcji rozpoczgto selekcje antybiotykowa linii komoérek Rh30GFP. Komorki
selekcjonowano przez 2 tygodnie w blastycydynie w stezeniu 5 pg/ml. Poniewaz linia
komorek Rh30TK (posiadajaca ekspresje zarowno GFP jak 1 TK) nie nabyla genu
oporno$ci na blastycydyne (wektor jej nie przenosit) zostata ona wysortowana pod
katem ekspresji biatka zielonej fluorescencji przy uzyciu sortera komorkowego FACS
Aria Il (BD, USA). Obie wyprowadzone linie komoérkowe — Rh30GFP po selekcji
antybiotykowej oraz Rh30TK po wysortowaniu — zostaly zanalizowane pod katem
odsetka komorek GFP-pozytywnych wzgledem komorek wyjsciowych Rh30WT przy

uzyciu cytometru przeptywowego FACS Canto przed uzyciem ich w eksperymentach.
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Podobnie postapiono w przypadku modyfikacji genetycznej komorek piPS. Aby
zwigkszy¢ wydajnos¢ ich transdukcji oraz uchroni¢ je przed zrdznicowaniem w trakcie
transdukcji komorki piPS wysiano na szalki oplaszczone matrizelem w medium
kondycjonowanym przez komorki MEF. W celu eliminacji komérek MEF, ktore sa
fatwiejsze w transdukcji niz komorki iPS, wykonano 2 pasaze komorek iPS w
warunkach hodowli bez warstwy odzywczej (w stosunku 1:6) przed infekcja. Media
zawierajace wektory wirusowe (oraz FBS mogacy powodowaé réznicowanie komorek
iIPS) zwirowano przy 25000 g przez 2h w 4°C w celu oddzielenia wektorow
wirusowych od medium. Nastepnie pelety wirusowe zawieszono w medium do
komorek iPS kondycjonowanym przez komorki MEF oraz zainfekowano nimi komorki
iIPS rosngce na matrizelu przy MOI rownym 20 (bez polibrenu). Ilo$¢ wirusa, jaka
nalezalo zainfekowa¢ komorki piPS obliczono mianujac zageszczony nadsacz
zawierajacy wirusa. Uzyto wszystkich 3 przygotowanych wektoréw wirusowych
wyprowadzajac 3 linie komorek piPS. Po ich selekcji antybiotykowej (2 tygodnie w
blastycydynie w stezeniu 5 pg/ml) lub wysortowaniu oznaczono odsetek
transdukowanych komorek oraz wysiano je ponownie na warstwe odzywcza z komorek

IMEF.

Ludzkie keratynocyty infekowano przez jedna noc lentiwirusem przenoszacym
gen GFP pod kontrolg promotora UbC po zwirowaniu 1 zawieszeniu wirusa w medium
do keratynocytow bez polibrenu przy MOI wynoszacym 5 1 przy konfluencji komoérek

rownej 70%.

3.2.23 Test proliferacji komorek

W celu okreslenia tempa wzrostu 3 linii komoérek Rh30 (typu dzikiego, ze stabilng
ekspresja GFP oraz ze stabilng ekspresja GFP 1 TK) komorki wysiewano na plytki 24-
dotkowe w liczbie 25 tys. komorek na dotek, w tryplikatach. 4h po wysianiu w potowie
dotkéw zmieniono medium na zawierajace gancyklowir w stezeniu 0,1 pg/ml. Druga
potowa doltkoéw stuzyla za negatywna kontrolg. Codziennie przez nastgpnych 5 dni
komorki w odpowiednich dotkach trypsynizowano 1 liczono za pomoca komory

hemocytometrycznej Biirker’a.
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3.2.24 Test komunikacji mi¢edzykomorkowej za posrednictwem zlacz
szczelinowych (GJIC) oraz test efektu sasiedztwa

Aby okresli¢ intensywno$¢ komunikacji miedzykomorkowej za posrednictwem
ztacz szczelinowych uzyto metody opartej na miedzykomorkowym transferze kalceiny
— zielonego barwnika fluorescencyjnego zdolnego do dyfuzji przez ztacza szczelinowe.
W celu identyfikacji komorek donorowych wyznakowano je Dil - czerwonym
barwnikiem fluorescencyjnym wigzacym si¢ do bton komoérkowych, niezdolnym do
dyfuzji przez ztacza szczelinowe.

Komorki akceptorowe wysiewano 2 dni przed eksperymentem do szalek o
powierzchni 9,6 cm? i hodowano do uzyskania ok. 80 - 90% konfluencji. W dniu
eksperymentu komorki donorowe trypsynizowano, wirowano oraz zawieszano w 0,5 ml
roztworu glukozy (1 mg/ml) zawierajagcego barwniki fluorescencyjne: kalceing (5 pM) i
Dil (9 uM). Komérki inkubowano przez 30 min w ciemnosci w 37 C, wstrzasajac co
pewien czas w celu zapobiegnigcia sedymentacji komorek. Kolejnym krokiem byto
trzykrotne plukanie komorek w celu usunigcia nadmiaru barwnikéw z uzyciem PBS (w
objetosci 5Sml). Nastepnie wybarwione komoérki zawieszano w 0,5 ml medium
hodowlanego, liczono i1 wysiewano w gestosci 20 tys. na szalke z wczedniej
wyhodowana monowarstwa komorek akceptorowych. Po godzinnej inkubacji w
warunkach hodowlanych obserwowano oraz fotografowano migdzykomorkowy transfer
barwnika fluorescencyjnego pod odwroconym mikroskopem fluorescencyjnym
Olympus 1X70 z aparatem fotograficznym firmy Canon.

Efekt sasiedztwa rozumiany jako transfer toksycznego metabolitu gancyklowiru
poprzez zlacza szczelinowe sgsiadujgcych komorek analizowano prowadzac kohodowle
komorek Rh30 z nadekspresjag genu HSV-TK oraz typu dzikiego. Przygotowano
mieszaniny komorek zawierajace od 0 do 78% (czysto$¢ populacji komorek
zmodyfikowanych genetycznie) komoérek posiadajacych ekspresje genu samobojczego.
Kohodowle prowadzono w duplikatach. 24 godziny po wysianiu komoérek potowie
kohodowli podano gancyklowir w stezeniu 1 pg/ml. Druga potowa stanowita kontrole.
Przez 8 kolejnych dni prowadzono obserwacje ko-hodowli oraz wykonywano ich
mikrofotografie.
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3.2.25 Test tworzenia teratom oraz guzow nowotworowych po
ksenotransplantacji komoérek ludzkich do myszy z upoSledzong
odpornoscia. Strategia terapii samobdjczej in vivo

Test tworzenia teratom postuzyt do potwierdzenia pluripotencjalnosci komorek.
5 milionow komorek iPS w 200 pl PBS zostalo podskornie wszczepionych do myszy
NOD/SCID. Wzrost guzéw byl stale monitorowany przez pomiary ich rozmiaréw 2
razy w tygodniu. Gdy guzy osiagnetly rozmiary przekraczajace 10 mm x 10 mm (okoto
3,5 miesigca po zaszczepieniu) myszy usmiercono, a guzy wyizolowano, zwazono i
utrwalono w 40% roztworze paraformaldehydu. Utrwalone guzy zostaty pokrojone na
skrawki, wybarwione hematoksylina/ecozyng oraz poddane analizie histopatologicznej

pod katem obecnosci w guzie tkanek pochodzacych z trzech listkow zarodkowych.

Komorki linii Rh30 (typu dzikiego oraz zmodyfikowane genetycznie) zostaty
wszczepione podskornie do myszy szczepu NOD/SCID w ilosci 5 milionow/200 pl
/mysz. Wzrost guzow byt stale monitorowany przez pomiary ich rozmiarow 2 razy w
tygodniu. Gdy guzy osiagnely mierzalne rozmiary myszy podzielono na 2 grupy:
otrzymujacg codziennie dootrzewnowo przez 14 dni 1 mg gancyklowiru w 0,5 ml PBS
(50mg/kg masy ciata) oraz otrzymujaca 0,5 ml PBS. Po uplywie 14 dni wszystkie
myszy usmiercono, a guzy wyizolowano, zwazono i utrwalono w 40% roztworze
paraformaldehydu. Utrwalone guzy zostaly pokrojone na skrawki, wybarwione
hematoksylinag/eozyng oraz poddane analizie histopatologicznej. Z myszy
otrzymujacych gancyklowir wyizolowano rowniez watroby, nerki, $ledziony, ptuca,
mozgi oraz serca, aby po ich utrwaleniu, skrojeniu oraz wybarwieniu oceni¢ ewentualng

toksyczno$¢ narzagdowa gancyklowiru. Objetos¢ guzéw (v) obliczono stosujac wzor

a 2
V= T gdzie a i b to wymiary guzow.

Barwienie hematoksyling/eozyng oraz analiza histopatologiczna zostaty
wykonane w Zaktadzie Patomorfologii Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w
Krakowie-Prokocimiu dzigki uprzejmosci i pomocy pani mgr Elzbiety Trze$niowskiej-

Popiel oraz pani dr Grazyny Drabik.
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3.2.26 Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono przy uzyciu
programu STATISTICA 10.0. Stosowano analiz¢ wariancji w klasyfikacji prostej (ang.
One-way ANOVA) wraz z testem post-hoc Tukey’a pozwalajaca ustali¢, czy pomiedzy
wieloma grupami istniejg roznice istotne statystycznie oraz testu t-Studenta. WartosSci
przedstawiono jako $rednig arytmetyczng z powtdrzen + odchylenie standardowe. Za
granice istotno$ci statystycznej przyjmowano warto$¢ p<0,05. Roéznice istotne

statystycznie oznaczano *.
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4. Wyniki

4.1 Izolacja i modyfikacja genetyczna ludzkich keratynocytow

Ludzkie keratynocyty zostaty wyizolowane z zewng¢trznego plaszcza wlosa (ang.
ORS, Outer Root Sheath) wyrwanego z potylicznej czgsci glowy. Zewngtrzny plaszcz
wlosa to pochewka wlosa znajdujaca si¢ w skorze glowy, powyzej cebulki wlosa.
Znajduja si¢ w nim keratynocyty odktadajace keratyn¢ do wnetrza wlosa. Tym samym
sa one odpowiedzialne za wzrost wlosa na dtugos¢. DwadzieScia wyrwanych wlosow
umieszczonych na szalce hodowlanej o $rednicy 35 mm oplaszczonej zelatyng
wystarczyto do uzyskania okoto 5x10* komérek po dwoch tygodniach od izolacji wlosa.
Keratynocyty, ktore wymigrowaly z ORS (zaznaczonego na rycinie 14A strzalka)
zostaly przesiane na $wiezg szalke hodowlang o $rednicy 35 mm optaszczong zelatyna
oraz hodowane az do osiagni¢cia konfluencji wynoszacej ok. 70%, kiedy to zostaty
zainfekowane wektorami lentiwirusowymi przenoszacymi gen biatka zielonej
fluorescencji pod kontrolg promotora CMV w celu okres$lenia odpowiedniego MOI dla
infekcji wirusowej. Keratynocyty infekowano przy MOI od 1 do 5 dodajac medium
hodowlane zawierajace wektory wirusowe na jedng noc. Najwigksza wydajnosé
transdukcji komorek otrzymano przy MOI=5. Otrzymane wyniki przedstawia rycina 14.
Po zoptymalizowaniu metody izolacji oraz transdukcji ludzkich keratynocytow z
wyrwanego Wwlosa podjeto probe ich reprogramowania do indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych za pomoca wektorow lentiwirusowych
przygotowanych na bazie wirusa HIV-1 oraz wektoréw onko-retrowirusowych
przygotowanych na bazie wirusa MMLV przenoszacych zestaw 4 czynnikow
transkrypcyjnych uzytych przez grupe Yamanaki. Niestety, uzyskano jedynie komorki
czeSciowo reprogramowane tworzace pojedyncze, nierosngce kolonie, ktére szybko
obumieraty (ryciny 14E 1 F). Poniewaz kilkukrotne proby reprogramowania ludzkich
keratynocytow z wyrwanego wlosa za pomoca samodzielnie wyprodukowanych
wektorow wirusowych nie powiodly si¢, w kolejnym podejSciu uzyto zestawu
wektoréow wirusowych opartych na wirusie Sendai zakupionego w firmie Life

Technologies.
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Rycina 14. A Izolacja ludzkich keratynocytow migrujacych z zewngtrznego plaszcza
wlosa (ang. ORS, Outer Root Sheath) zaznaczonego strzatkg. B Morfologia
keratynocytow po ich przesianiu oraz ekspansji. C i D Keratynocyty po modyfikacji
genetycznej (przy MOI=5) wykazujace ekspresje GFP. E i F CzeSciowo
reprogramowane za pomocg wektoréw onko-retrowirusowych keratynocyty tworzace
na warstwie odzywczej szybko obumierajace kolonie. A, B, C, D, E, F powickszenie
200x, biate paski odpowiadajg 50 um.
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4.2 Reprogramowanie ludzkich keratynocytow z wyrwanego wlosa do
komorek iPS oraz ich charakterystyka

Wyizolowane  keratynocyty  zainfekowano  wektorami  wirusowymi
przygotowanymi na bazie wirusa Sendai zgodnie z instrukcjami producenta.
Reprogramowanie przy uzycia tego wirusa nie wigze si¢ z integracja materialu
genetycznego do genomu komorki. W ciggu tygodnia po infekcji obserwowano
umiarkowang $miertelnos¢ komorek, ktora sygnalizuje wydajng infekcje, oraz jest
zgodna z oczekiwaniami opisanymi w instrukcji producenta. W tym czasie
zaobserwowano rowniez wyrazng zmian¢ w morfologii keratynocytéw (rycina 15B),
ktére zaczely silniej do siebie przywieraé, 1 przyjely fenotyp epitelialny,
charakterystyczny dla  reprogramowanych komoérek. Tydzien po infekcji
reprogramowane keratynocyty przesiano na szalk¢ hodowlang o $rednicy 100 mm
zawierajacg przygotowana uprzednio warstwe odzywcza z komorek iMEF. Pierwsze
kolonie o morfologii podobnej do kolonii iPS pojawily si¢ w 11. dniu po infekcji. Byty
to kolonie zbudowane z 6-8 komorek. Ich wzrost stale monitorowano. Pierwszych 6
kolonii przeniesiono na $wiezg warstwe odzywcza przygotowang na dotkach ptytki 12-
dotkowej w 18. dniu po infekcji. W tym czasie czgs¢ kolonii obecnych na szalce 100
mm zaczeta degenerowal oraz rozpadaé sig. Obserwacje te byly podobne jak w
przypadku pojedynczych kolonii pojawiajacych si¢ w wyniku reprogramowania z
uzyciem samodzielnie wyprodukowanych wektoréw onko-retrowirusowych.

Jednak migdzy 18., a 22. dniem zaczgly pojawia¢ si¢ kolejne kolonie o
morfologii charakterystycznej dla komorek iPS (widocznej na rycinie 15D). Kolonie te
cechowaly si¢ wyraznymi granicami, a komodrki w obrgbie kolonii byly ciasno
upakowane, mialy mate rozmiary, a sporg ich objetos¢ zajmowato jadro komorkowe.

Zadna z pierwszych 6 przeniesionych kolonii nie dala poczatku linii komérek
kiPS (ang. keratinocytes iPS). Ten fakt, oraz obserwacja degenerujacych kolonii
sugeruje, ze pierwsze pojawiajace si¢ kolonie to nie w petni reprogramowane komorki,
ktére nie nabraty wszystkich cech komorek iPS. Takie samo zjawisko obserwowano w
przypadku uzycia samodzielnie przygotowanych wektorow wirusowych.

Jednak po 18. dniu reprogramowania z uzyciem wirusa Sendai pojawilo si¢
wiele kolonii kiPS, ktore cechowaty si¢ charakterystyczng morfologia. Dlatego miedzy
28., a 35. dniem reprogramowania mechanicznie przeniesiono 12 kolejnych, najbardziej

obiecujacych kolonii kiPS na §wieza warstw¢ odzywcza.. Przesiane komorki posiadaty
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ekspresje alkalicznej fosfatazy (rycina 15F) oraz daty poczatek liniom komorek kiPS.
Po 1. pasazu z uzyciem akutazy odrzucono 2 z nich, pozostate pasazujac 2 razy w
tygodniu (do 10. pasazu) oraz mrozac co drugi pasaz. Wyprowadzono w ten sposob 10
linii komorek kiPS, ktore w dalszych badaniach scharakteryzowano.

W trakcie catego reprogramowania keratynocytow pojawito si¢ 66 kolonii o
obiecujacej morfologii. Poniewaz do reprogramowania uzyto 3x10° keratynocytow
obliczona wydajno$¢ reprogramowania wyniosta 0,022%. Jednak biorac pod uwage
opisane wczesnie] pojawienie si¢ nie w petni reprogramowanych komorek wydajnosé
reprogramowania keratynocytéw szacuje si¢ na ok. 0,01%.

W ten sam sposob postepowano z 11 wyprowadzonymi wczesniej liniami PD-
iIPS (ang. Parkinson’s Disease-iPS), ktore uzyskano poprzez analogiczne
reprogramowanie jednojadrzastych komorek krwi obwodowej pacjenta cierpiagcego na
chorobe Parkinsona.

Trzy najbardziej obiecujace linie komorkowe kiPS oraz PD-iPS zostaty
scharakteryzowane  pod  katem  ekspresji ~ powierzchniowych  markerow
charakterystycznych dla komorek pluripotencjalnych: SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60
oraz TRA-1-81 na poziomie bialka za pomoca barwienia immunocytochemicznego..
Wszystkie analizowane linie komorek iPS charakteryzowaly sie zblizona, wysoka
ekspresja badanych markeréw (rycina 16). Jako pozytywnej kontroli uzyto zakupionej
linii komorek piPS. Wszystkie preparaty poréwnano do kontroli izotypowej w celu
wykluczenia niespecyficznego barwienia oraz silnej autofluorescenciji.
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Rycina 15. Reprogramowanie keratynocytoéw. Morfologia keratynocyow dzien przed
infekcjg (A) oraz 7 dni po infekcji (B). Strzatkami oznaczono rejony o zmienionej,
epitelialnej morfologii. C Wyglad pierwszych pojawiajacych si¢ kolonii (dzien 14). D
Morfologia typowej kolonii, ktorg przeniesiono w celu ekspansji. Przeniesione kolonie
posiadaty ekspresj¢ alkalicznej fosfatazy (AP, zielona fluorescencja) (E, F). A, B, C, E,
F powigkszenie 200x, biaty pasek odpowiada 50 um, D powigkszenie 100x, biaty pasek
odpowiada 100 pm.
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Jasne pole SSEA-3 SSEA-4 TRA-1-60 | TRA-1-81

Rycina 16. Charakterystyka wyprowadzonych linii komodrek iPS. Wszystkie linie
posiadaty charakterystyczng morfologi¢ oraz ekspresje antygenow powierzchniowych
SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 charakterystycznych dla komorek
pluripotencjalnych. = Zostala  ona  potwierdzona za  pomocg  barwienia
immunofluorescencyjnego. piPS — =zakupiona linia komorek iPS stuzaca jako
pozytywna kontrola. kiPS — ang. keratinocytes-iPS, PD-iPS - ang. Parkinson’s Disease-
IPS .Wszystkie zdjecia — powickszenie 400x, biaty pasek odpowiada 50 pm.

96



4.3 Charakterystyka komorek piPS

W celu optymalizacji metod charakterystyki samodzielnie wyprowadzonych
komorek iPS oraz rownoczesnego réznicowania komoérek iPS oraz reprogramowania
komorek somatycznych zakupiono lini¢ komorek iPS uzyskang poprzez wprowadzenie
do komorek bialek czynnikow transkrypcyjnych — lini¢ komorek piPS.

Zakupione komorki cechowaly si¢ charakterystyczng morfologiag (rycina 17A)
oraz ekspresja alkalicznej fosfatazy (rycina 17B). Posiadaty réwniez ekspresje
markeréw charakterystycznych dla komoérek pluripotencjalnych zaréwno na poziomie
RNA (OCT3/4, KLF4, C-MYC, NANOG, Telomeraza (TERT), rycina 17C) jak i biatka
(SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, rycina 17D) co zostalo potwierdzone,
odpowiednio za pomocg RT-PCR oraz barwieniem immunofluorescencyjnym z analizg
cytometryczng. Nie wszystkie odsetki komorek pozytywnych dla poszczegdlnych
antygenow na rycinie 17D zblizaja si¢ do 100%, co byto spodziewanym wynikiem. Fakt
ten moze by¢ spowodowany obecnosciag komorek MEF (mimo prob ich wykluczenia
poprzez odpowiednie bramkowanie komorek w trakcie analizy cytometrycznej) oraz
obecnoscig czgsciowo zroznicowanych komorek piPS w zawiesinie barwionych
komorek.

W celu potwierdzenia zdolno$ci do réznicowania komorek piPS zréznicowano
je do funkcjonalnych kardiomiocytow, bijacych spontanicznie in vitro (rycina 18). Jako
komorki docelowe wybrano kardiomiocyty ze wzgledu na tatwos$¢ w potwierdzeniu ich
tozsamosci. Z kolei w celu jednoznacznej weryfikacji pluripotencjalnosci komorek piPS
wykonano test tworzenia teratom. Po wszczepieniu do myszy z uposledzong
odpornoscia komorki piPS wytworzyly teratomy o charakterystycznym obrazie
mikroskopowym, ktore zawieraly komorki pochodzace z trzech listkow zarodkowych
(rycina 19). Test tworzenia teratom in vivo to najsilniejszy test potwierdzajacy

pluripotencjalnos¢ komoérek ludzkich.
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TRA-1-81
77%

Rycina 17. Charakterystyka komorek piPS. Komorki piPS posiadaty charakterystyczna
morfologie (A), ekspresje alkalicznej fosfatazy (B) oraz ekspresj¢ gendow markerow
embrionalnych (OCT3/4, KLF4, C-MYC, NANOG, Telomeraza (TERT)) na poziomie
RNA (C). Gen konstytutywny GAPDH postuzyt jako kontrola pozytywna reakcji PCR.
piPS — RNA wyizolowane z komorek piPS, K — amplifikacja kontrolna z DNA
plazmidowym jako matryca. Ekspresja antygendw powierzchniowych SSEA-3, SSEA-
4, TRA-1-60, TRA-1-81 zostata potwierdzona za pomoca analizy cytometrycznej (D).
Liczby nad histogramami odpowiadaja odsetkom pozytywnych komorek wzgledem
kontroli izotypowej. A i B powigkszenie 200x, biaty pasek odpowiada 50 pm.

e AzCa

ARC-A

Rycina 18. Funkcjonalne kardiomiocyty uzyskane przez réznicowanie komoérek piPS w
fazie skurczu (A) oraz rozkurczu (B). Strzatki wskazujg kurczacy si¢ obszar.
Powigkszenie 400x, biaty pasek odpowiada 25 um.
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Rycina 19. Po wszczepieniu do myszy NOD/SCID komorki piPS tworzg teratomy o
charakterystycznej budowie (A). W ich obrebie wyr6zni¢ mozna tkanke chrzestng (B),
nablonek wydzielniczy (C), nabtonek wielowarstwowy (D) oraz zwapniate struktury
przypominajace ko$¢ (E). A powigkszenie 40x, biaty pasek odpowiada 100 um, B, C,
D powiekszenie 100x, biaty pasek odpowiada 50 um.
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4.4 Roznicowanie komorek piPS do neuronow dopaminergicznych

Zasadniczym  celem  niniejszej pracy bylo uzyskanie = neurondéw
dopaminergicznych poprzez réznicowanie indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych w celu weryfikacji ich przydatno$ci w regeneracyjnej terapii chorob
neurodegeneracyjecnych na przyktadzie zwierzgcych modeli chordb. Ze wzgledu na
ograniczenia czasowe projektu do rdznicowania uzyto zakupionych komorek piPS.
Roéznicowanie komodrek piPS do neurondéw dopaminergicznych wykonano z uzyciem

trzech protokoldow, szczegodtowo opisanych w rozdziale 3.

4.4.1 Protokol 1

Protokoét I do réznicowania komorek iPS do neuronow produkujacych dopaming
opracowano na podstawie literatury. Ze wzgledu na prostot¢ oraz wzglednie niskie
wymagania co do materiatbw wybrano protokét oparty na indukcji réznicowania
komorek iPS poprzez etap tworzenia ciatek embrioidalnych EB. Komorki uzyskane na
kolejnych etapach réznicowania przedstawia rycina 20.

Komorki piPS rosngce na warstwie odzywczej z komorek iMEF (rycina 20A)
przesiano do zawiesiny w celu sformowania ciatek embrioidalnych (rycina 20B). Po 4
dniach cialka embrioidalne zostaty przesiane na szalke adherentng w celu selekcji
progenitor6w neuronalnych NPC w bezsurowiczym medium N1. Po 10 dniach
wyselekcjonowane komorki NPC (rycina 20C) zostaty przesiane na szalke oplaszczong
poli-ornityng oraz laminig w celu ekspansji (rycina 20D) w medium N2 zawierajagcym
bFGF oraz FGFS8, ktore stymuluja podzialy komorkowe. Terminalne réZznicowanie byto
prowadzone w medium N3. Etap ten okazat si¢ by¢ bardzo wrazliwy na gesto$¢
wysiania komorek. W niskiej (0,5x10° komoérek/cm?) gestosci komoérki przyjmowaty
fenotyp komoérek neuronalnych (rycina 20E). Niespodziewanie, w wysokiej gestosci
(2x10° komoérek/cm? i wyzszej az do konfluencji 90%) komorki przyjmowaty czarne
zabarwienie po 5 dniach terminalnego réznicowania (rycina 20F). Zjawisko to okazato
si¢ powtarzalne oraz na tyle niespodziewane, ze postanowiono doktadniej je

zanalizowa¢ w dalszych badaniach.
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Rycina 20. Kolejne etapy roznicowania komorek piPS do neurondéw
dopaminergicznych z uzyciem protokotu I. A Komoérki piPS rosngce na warstwie
odzywczej. B Wielokomoérkowe ciatka embrioidalne EB w zawiesinie. C
Wyselekcjonowane komoérki NPC zostaly poddane ekspansji (D). W niskiej gestosci
komorki terminalnie réznicowane przyjmowaty fenotyp komorek neuronalnych (E). W
wysokiej gestosci komorki przyjmowaly czarne zabarwienie (F). A, C, D, E, F
powiekszenie 200x, bialy pasek odpowiada 50 um, B powigkszenie 40x, biaty pasek
odpowiada 250 pum.

Otrzymane na kolejnych etapach komorki zanalizowano pod katem ekspresji
genow markerow komorek neuronalnych oraz embrionalnych na poziomie RNA metoda

RT-PCR (rycina 21). Kolejne etapy r6znicowania oznaczone sg na rycinie 21 takimi
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samymi literami jak na rycinie 20. Kolumna G to kontrola negatywna — amplifikacja
bez matrycy cDNA. Zastosowana metoda RT-PCR jest pot-ilosciowa, pozwala jedynie
na wzgledne poréwnanie poziomu ekspresji genow pomiedzy probkami. W trakcie
réznicowania dochodzito do znacznej zmiany w profilu ekspresji genow - spadku lub
zaniku ekspresji genéw charakterystycznych dla komorek pluripotencjalnych (OCT3/4,
NANOG, TERT) oraz pojawienia si¢ lub wzrostu ekspresji gendw markerow
neuronalnych, w tym takze neuroné6w dopaminergicznych (hydroksylazy tyrozyny TH
oraz NURRL1). Fakt, ze niektoére z analizowanych genéw posiadaja ekspresje na kazdym
etapie réznicowania (C-MYC, TUJ-1) ttumaczy si¢ niska wydajno$cig réznicowania
(obecnosciag komorek niezréznicowanych w heterogennej populacji komoérek po
réznicowaniu) oraz niezwykle otwartym transkrypcyjnie stanem epigenetycznym
komorek pluripotencjalnych, w ktérych moze dochodzi¢ do ekspresji wielu gendw na
poziomie RNA. Uzyskane terminalnie zréznicowane komorki posiadaja ekspresje
gendw charakterystycznych dla neuronéw dopaminergicznych na poziomie RNA —
genoéw nestyny, transportera dopaminy, tubuliny 3 III charakterystycznej dla neuronow
(TUJ-1), hydroksylazy tyrozyny oraz biatka zwigzanego z receptorem jadrowym Nurrl.

Aby potwierdzi¢ skuteczno$¢ rdznicowania komodrek piPS do neurondéw
dopaminergicznych sprawdzono ekspresje markeréw neuronalnych w komorkach
terminalnie zr6znicowanych o czarnym zabarwieniu na poziomie biatka za pomoca
barwienia immunofluorescencyjnego. Rycina 22 prezentuje ekspresje tubuliny $ 111
charakterystycznej dla neuronéow (TUJ-1), hydroksylazy tyrozyny (TH) oraz biatka
filamentow posrednich wystepujacego w komorkach glejowych (GFAP) na poziomie
biatka w analizowanych komoérkach. Zrdéznicowane komorki produkuja takze dopaming
(DA). Wszystkie preparaty porownano do negatywnej kontroli w celu wykluczenia
niespecyficznego barwienia oraz silnej autofluorescencji komorek. Co ciekawe,
komorki o czarnym zabarwieniu okazaly si¢ by¢ TH-, GFAP- oraz TUJ-1-negatywne,
wybarwity si¢ jednak pozytywnie na obecno$¢ dopaminy. Sugeruje to ich inng niz
neuronalng tozsamos¢.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze w wyniku réznicowania uzyskano wysoce
heterogenng populacje komorek, w ktorej obecne sg komorki neuronalne (TUJ-1-
pozytywne), wsrdd ktéorych jedynie niewielki odsetek stanowig komorki
dopaminergiczne (TH-pozytywne). Produkuja one jednak dopaming na wykrywalnym

za pomocg barwienia immunocytofluorescencyjnego poziomie, ktora obecna jest we
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wszystkich komorkach obecnych w hodowli. Naturg¢ pozostatych komoérek obecnych w
uzyskanej heterogennej populacji, wérdd ktorych obecne sa komorki GFAP-pozytywne

oraz komorki posiadajgce czarny pigment zbadano w dalszych do$wiadczeniach.

A B C D E F

®

OCT3/4
C-MYC
NANOG
TERT
NESTIN

DAT
TUJ-1

TH
NURR1

GAPDH

Rycina 21. Ekspresja markeréw embrionalnych oraz neuronalnych na poziomie RNA w
kolejnych etapach réznicowania komorek protokotem 1. Oznaczenia literowe
odpowiadaja tym na rycinie 20. A Komorki piPS, B ciatka embrioidalne EB. C komorki
NPC, D komérki NPC po ekspansji. E komorki terminalnie réznicowane w niskiej
gestosci, F komorki terminalnie réznicowane w wysokiej gestosci o czarnym
zabarwieniu. G kontrola negatywna reakcji PCR, w ktorej zamiast matrycy cDNA uzyto
wody. TERT - telomeraza, NESTIN — nestyna, DAT — transporter dopaminy TUJ-1-
tubulina B III charakterystyczna dla neuronow, TH - hydroksylaza tyrozyny NURR1 —
biatko zwigzane z receptorem jadrowym, Gen konstytutywny GAPDH postuzyt jako
kontrola pozytywna reakcji PCR.
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Rycina 22. Ekspresja
markeréw  neuronalnych na
poziomie biatka w komorkach
terminalnie zréznicowanych za
pomocg protokotu I. A TUJ-1 —
tubulina klasy B i

charakterystyczna dla
neuronow, B TH -
hydroksylaza  tyrozyny, D
GFAP - kwasne biatko
wilokienkowe wystepujace w
komorkach glejowych.
Wyrdznicowane komorki

produkujag dopaming (DA, C).
Na niebiesko wybarwiono jadra
komorkowe. A, D
powigkszenie 100x, biaty pasek
odpowiada 100 pum, C, D
powickszenie 400x, bialy pasek
odpowiada 50 pm.



Aby jednoznacznie potwierdzi¢ produkcje¢ dopaminy przez terminalnie
zrdznicowane komodrki w medium kondycjonowanym przez nie przez 24h
identyfikowano dopaming za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
(HPLC). Technika ta pozwala na rozdzial mieszaniny substancji na pojedyncze frakcje
oraz ich identyfikacje dzigki odpowiedniemu detektorowi. Czas retencji badanej
substancji z kolumny jest poréwnywany z czasem retencji czystej substancji. Po
odbiatczeniu i oczyszczeniu medium znad komorek zostalo rozdzielone na kolumnie
chromatograficzne;j.

Pik odpowiadajacy dopaminie obecnej w medium znad komorek
zidentyfikowano na podstawie czasu retencji wzgledem standardu (czystej dopaminy).
Analiz¢ przeprowadzono na dwoch niezaleznych chromatografach celem wykluczenia
ryzyka wystgpienia artefaktu pomiarowego. Drugi uzyty chromatograf wyposazony byt
w spektroskop masowy, ktory dostarcza dodatkowej informacji o masie substancji w
analizowane]j frakcji. Pozwolitlo to jednoznacznie zidentyfikowaé dopamine po jej
widmie masowym poréwnanym z widmem standardu. W doswiadczeniach tych jako
kontroli negatywnej uzyto medium niekondycjonowanego przez komorki. Produkcji
dopaminy przez wyroznicowane komorki dowodzi rycina 23, na ktorej zebrano
chromatogramy  standardow, = medium  znad  komoérek  oraz  medium
niekondycjonowanego przez komorki uzyskane na obu chromatografach (rycina 23A i
B). Pik odpowiadajacy dopaminie zaznaczono na chromatogramach czarnym
prostokatem. Zamieszczono takze widmo masowe czystej dopaminy oraz oczyszczonej
frakcji uwazanej za dopaming obecng w medium znad komorek (rycina 23C). Sg one
zgodne 1 odpowiadaja masie 154 g/mol, co zgadza si¢ ze zjonizowang (+1) masa
dopaminy. Przedstawione wyniki dowodza, ze uzyskane poprzez rodznicowanie
protokotem I komoérki produkuja dopaming oraz wydzielaja ja do medium

hodowlanego.
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Rycina 23. Komorki terminalnie roéznicowane protokotem I produkuja dopaming.
Dopaming w medium znad wyrdznicowanych komorek zidentyfikowano za pomocg
HPLC na podstawie czasu retencji wzgledem standardu na dwoch niezaleznych
chromatografach (A i B). Piki odpowiadajgce dopaminie zaznaczono prostokatem. C
Widma masowe pikow dopaminy na chromatogramach B odpowiadaja zjonizowane;j
masie dopaminy (154 g/mol).
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4.4.2 Protokeél 11

Protokoét II rozni si¢ od protokotu I sktadem medidw réznicujacych — gltownie
obecnoscig czynnikow wzrostowych GDNF, BDNF, TGFf oraz inhibitoréw SMAD —
zwiekszajacych wydajnos¢ réznicowania. Komorki na poszczegdlnych etapach
roznicowania cechowaty si¢ podobng morfologia jak w przypadku uzycia protokotu I.
Jedynie ostatni etap rdéznicowania dostarczal komorek o innej, wrzecionowatej
morfologii (rycina 24A). W trakcie ostatniego etapu réznicowania obserwowano takze
duza S$miertelno$¢ komoérek Na tym etapie komorki utrwalono oraz wybarwiono
immunofluorescencyjnie pod katem ekspresji markerow neuronalnych. Wszystkie
preparaty porownano do negatywnej kontroli w celu wykluczenia niespecyficznego
barwienia oraz silnej autofluorescencji. Wyrdéznicowane protokotem II komorki
posiadaja ekspresje tubuliny klasy B III charakterystycznej dla neurondéw, hydroksylazy
tyrozyny na poziomie bialka, a takze produkuja dopaming. Otrzymane wyniki (ktore
prezentuje rycina 24) sugeruja, ze protokot II dostarcza komoérek TUJ-1- oraz TH-
pozytywnych z wieksza wydajno$cig niz protokot I. Ponadto dostarcza on komorek
bardziej homogennych oraz nie prowadzi do powstania komoérek zawierajacych czarny

pigment.
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Rycina 24. Komorki powstate w wyniku réznicowania protokotem II A Wrzecionowata
morfologia komorek w trakcie ostatniego etapu réznicowania. Uzyskane komorki
posiadaja ekspresj¢ markeréw neuronalnych na poziomie biatka: tubuliny klasy B 11
charakterystycznej dla neuronéw (TUJ-1, B) oraz hydroksylazy tyrozyny (TH, C).
Wyréznicowane komorki produkuja dopaming (DA, D). Na niebiesko wybarwiono
jadra komorkowe. A, powigkszenie 200x, biaty pasek odpowiada 50 um, B, C, D
powigkszenie 400x, biaty pasek odpowiada 50 um.

4.4.3 Protokol 111

Protok6t ten, opracowany na podstawie literatury, bazuje na dlugotrwate;j,
podwojnej inhibicji szlaku sygnatowego SMAD. W pierwszym kroku indukowane
pluripotencjalne komodrki macierzyste hodowane na warstwie odzywczej z komorek
iMEF wysiano na szalki optaszczone matrizelem w medium kondycjonowanym przez
komorki MEF z 10 uM Y-27632. Po 48h inkubacji komorek piPS z 10 uM Y-27632
komorki réznicowano za pomocg mediow o wzrastajgcej zawartosci medium opartego
na suplemencie N2 (o 0 do 100% w ciagu 10 dni). Na koniec tego etapu réznicowania

uzyskano w hodowli grubg warstwg komorek ektodermalnych (ang. thickened
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ectoderm) widoczna na rycinie 25A. W kolejnym etapie komorki te przesiano na swieza
szalke optaszczong matrizelem oraz réznicowano za pomocg kolejnych mediéw
roznicujacych. Morfologie komorek otrzymanych na ostatnim etapie roznicowania
przedstawia rycina 25B. Otrzymane komorki scharakteryzowano pod katem ekspresji
gendw markeréw neuronalnych na poziomie RNA (rycina 26) oraz bialka (rycina 27) za
pomoca odpowiednio RT-PCR oraz barwienia immunocytofluorescencjego na dwu
etapach réznicowania — ektodermy oraz terminalnie zroéznicowanych komorek
neuronalnych.

Co ciekawe, w ostatnim etapie réznicowania oprocz licznych komorek o
charakterystycznej morfologii neuronalnej (zaznaczonych na rycinie 25B biatymi
strzatkami) z bardzo dlugimi i cienkimi wypustkami ponownie otrzymano komorki o
czarnym zabarwieniu (zaznaczone na rycinie 25B czarng strzatkg). Ponownie bylo to

zjawisko bardzo niespodziewane oraz powtarzalne..
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Rycina 25. Komoérki powstate w wyniku réznicowania protokotem III. A Komorki na
etapie thickened ectoderm. B Komorki w trakcie terminalnego roznicowania. Biale
strzatki wskazuja komorki o morfologii neuronalnej. Czarna strzatka wskazuje komorki
wypetnione czarnym pigmentem. A, powickszenie 40x, biaty pasek odpowiada 250 um,
B powigkszenie 400x, bialy pasek odpowiada 50 pm.
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Rycina 26. Ekspresja genéw markerow neuronalnych na poziomie RNA w dwu
kolejnych etapach réznicowania protokotu III. DAT - transporter dopaminy, TH —
hydroksylaza tyrozyny, NURR1 — biatko zwigzane z receptorem jadrowym NESTIN —
nestyna, Gen konstytutywny GAPDH postuzyt jako kontrola pozytywna reakcji PCR.

Wyréznicowane komorki juz na etapie ektodermy posiadaja na poziomie RNA
ekspresj¢ genow markeréw neuronalnych: transportera dopaminy (DAT), hydroksylazy
tyrozyny (TH), biatka zwigzanego z receptorem jadrowym Nurrl oraz nestyny. Warto
podkresli¢, iz mimo Ze zastosowana metoda RT-PCR jest pot-ilosciowa, widac ze
poziom ekspresji hydroksylazy tyrozyny rosnie w trakcie ostatniego etapu
réznicowania. Z kolei poziom DAT wydaje si¢ nieznacznie spadaé. Moze to byc¢
spowodowane powstaniem duzej ilosci komorek DAT-negatywnych, a tym samym
rozcienczeniem matrycy. Uzyskane wyniki porownano z negatywng kontrola, w ktore;j
zamiast matrycy c¢cDNA uzyto wody, w celu eliminacji ryzyka wystgpienia

niespecyficznej amplifikacji.
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DA

Rycina 27. A, B - ekspresja markerow neuronalnych na poziomie biatka w terminalnie
zroznicowanych za pomoca protokotu III komoérkach. TUJ-1 — tubulina klasy f 111
charakterystyczna dla neuronow, TH - hydroksylaza tyrozyny. Wyr6znicowane
komorki produkujg dopaming (DA, C). Na niebiesko wybarwiono jadra komorkowe.
A, powigkszenie 200x, biaty pasek odpowiada 50 um, B, C powigkszenie 400x, biaty
pasek odpowiada 100 pm.
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W celu potwierdzenia skuteczno$ci réznicowania komorek piPS do neurondow
dopaminergicznych protokotem III zanalizowano ekspresje markerow neuronalnych w
komorkach terminalnie zrdéznicowanych na poziomie biatka za pomoca barwienia
immunocytofluorescencyjnego. Rycina 27 prezentuje ekspresje tubuliny [ Il
charakterystycznej dla neuronow (TUJ-1) oraz hydroksylazy tyrozyny (TH) na
poziomie biatka w analizowanych komoérkach. Uzyskane komorki produkuja réwniez
dopaming (DA) w ilosciach wykrywalnych immunofluorescencyjnie. Wszystkie
preparaty poréwnano do negatywnej kontroli w celu wykluczenia niespecyficznego
barwienia oraz silnej autofluorescencji komorek. Co ciekawe, komorki o czarnym
zabarwieniu ponownie okazaly si¢ by¢ TH- oraz TUJ-1l-negatywne, wybarwity si¢
jednak pozytywnie na obecno$¢ dopaminy.

Protokét roznicowania III, podobnie jak protokét I powoduje powstanie
heterogennej populacji komoérek — komoérek wypetnionych czarnym pigmentem oraz
komoérek o typowej morfologii neuronalnej. Te ostatnie cechujg si¢ obecno$cig
niezwykle dtugich (czesto niemieszczacych si¢ w jednym polu widzenia) oraz cienkich
(czesto niewidocznych pod mikroskopem jasnego pola) wypustek. Komorki o takiej
morfologii posiadaty ekspresje zarowno tubuliny B Il jak i hydroksylazy tyrozyny, co
sugeruje, ze s3 to neurony dopaminergiczne. Niestety komorki te obecne byly w
hodowlach w bardzo niewielkim odsetku (siegajacym kilku procent wszystkich
komorek). Nie jest to jednak zaskakujace gdy poréwnaé¢ wydajno$¢ roéznicowania z
danymi literaturowymi, gdzie obecno$¢ 10% komoérek TH-pozytywnych uznawana jest
za zadowalajaca. Wszystkie uzyskane w toku réznicowania komorki wybarwily sie
pozytywnie na obecno$¢ dopaminy, co sugeruje, ze jest ona obecna we wszystkich
komorkach w ko-hodowli, nawet jesli jest produkowana tylko przez niewielki odsetek

komorek.

Podsumowujac ten rozdziat, zaobserwowano, iz protokét III  dostarcza
neuronéw dopaminergicznych z najwieksza wydajno$cia oraz licznoscig (wzgledem
wyjsciowej ilosci komorek piPS poddanych réznicowaniu). Jest on jednak
najtrudniejszy manualnie oraz najbardziej wymagajacy technicznie, mimo jedynie
dwukrotnej konieczno$ci przesiewania komodrek. Najwigkszej trudnosci dostarcza
drugie wysiewanie komoérek na matrizel, kiedy to komorki muszg by¢ wysiewane w

kroplach. Jest to rowniez protokot najkrotszy czasowo (26 dni od pierwszego wysiania
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komorek piPS do konca terminalnego réznicowania). Pod wzglgdem kosztownosci
lokuje si¢ on na drugim miejscu za protokotem I, ktory jest najmniej kosztowny, gdyz
powstal w skutek ograniczenia skladnikéw mediow roznicujacych uzywanych w
protokole II. Protokot I, mimo duzej ilosci kolejnych etapdw roznicowania wigzacych
si¢ z przesiewaniem komorek na optaszczane wczesniej szalki oraz dlugiego czasu od
wysiania komoérek piPS do uzyskania terminalnie zrdéznicowanych komorek (co
najmniej 30 dni) wydaje si¢ by¢ najprostszy technicznie. Pozwala on takze, na
zamrozenie komorek w trakcie trwania roznicowania (na etapie progenitorow
neuronalnych NPC), na co nie pozwala wydajny protokét III. Protokoét 11 jest réwnie
dlugotrwaty co protokot I, najkosztowniejszy oraz dostarcza komoérek o morfologii
nietypowej dla komoérek neuronalnych, ktére cechuja sie¢ duza $miertelnoscig w trakcie
ostatniego etapu réznicowania. Wreszcie, protokoty I oraz III w toku réznicowania
powoduja powstanie komorek wypetlionych czarnym pigmentem, ktére to zjawisko

zbadano doktadnie;.

4.5 Analiza komorek produkujacych czarny pigment

Roéznicowanie komoérek piPS do neurondw dopaminergicznych za pomoca
protokotow I oraz III niespodziewanie dostarczylo komorek o czarnym zabarwieniu. Po
okoto tygodniu terminalnego roznicowania w odpowiednich mediach zaczely si¢
pojawia¢ komorki o wyraznym czarnym zabarwieniu. Powstajacy pigment byl
zlokalizowany wewnatrzkomorkowo, w charakterystycznych ziarnach wyrazZnie
widocznych na rycinie 28A. Po zebraniu trypsyng 1 zwirowaniu komorki tworzyty
bardzo ciemny pelet (rycina 28C). Zjawisko produkcji czarnego pigmentu bylo
powtarzalne oraz silnie zalezne od poczatkowej gestosci komodrek wysianych do
terminalnego roznicowania. Najwiecej (najwyzszy odsetek) czarnych komorek
uzyskiwano gdy komorki, do terminalnego réznicowania protokotem I wysiewano w
gestosci 200 tys./cmz. Ponadto, komoérek o czarnym zabarwieniu przybywato w trakcie
hodowli, co prezentuje rycina 29. Po okoto 3 tygodniach terminalnego réznicowania
komorki zaczynaly obumiera¢. W takich wtasnie warunkach (protokot I, gestos¢ 200

2

tys. komorek/cm®, ok. 12 dni réznicowania) przygotowywano komorki do dalszych

doswiadczen zwigzanych z identyfikacjg i analizg czarnego pigmentu.
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Rycina 28. Komorki terminalnie roznicowane protokotami I (A) oraz |11 (B) produkujg
czarny pigment zlokalizowany w wewnatrzkomorkowych stratach. C — Pelet komorek
powstalych w wyniku r6znicowania protokotem I. A, B powigkszenie 600x, biaty pasek

odpowiada 50 pm.
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Rycina 29. Komorki terminalnie réznicowane protokotem I systematycznie zyskuja
czarne zabarwienie. Komorek produkujacych pigment przybywa od 6 do 16 dnia
terminalnego réznicowania. Po 20. dniu komorki zaczynaja obumierac. Ilo$¢ czarnych
komorek silnie zalezy od poczatkowej gestosci wysiania komorek. Wszystkie zdjecia -
powigkszenie 40x, biaty pasek odpowiada 100 pm.

Najpowszechniejszym czarnym pigmentem w przyrodzie jest melanina, obecna
nie tylko w skorze, ale rowniez w osrodkowym uktadzie nerwowym. To obecnos$ci
neuromelaniny (melaniny w uktadzie nerwowym), barwe¢ oraz nazwe zawdzigcza istota
czarna $rédmoézgowia, rejon ulegajacy neurodegeneracji w chorobie Parkinsona.
Podazajac tym tropem zanalizowano powstate czarne komorki pod katem produkcji
neuromelaniny. Niestety, odrdznienie melaniny skornej (eumelaniny) od melaniny
neuronalnej (neuromleaniny) stanowi duze wyzwanie, dlatego w dalszych badaniach
postanowiono potwierdzi¢, iz czarny pigment produkowany przez zrdznicowane
komorki jest rzeczywiscie melaning. Melanina jest paramagnetykiem, dlatego
najwygodniejszag technika do jej identyfikacji jest elektronowy rezonans
paramagnetyczny (EPR). Poréwnanie widm EPR zawiesiny czarnych komorek
uzyskanych za pomoca protokotu I oraz komorek progenitorowych (NPC) uzyskanych

tym samym protokotem z widmem syntetycznej melaniny uzyskanej przez
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autooksydacje dopaminy (kontrola pozytywna) zidentyfikowato czarny pigment obecny
w uzyskanych czarnych komorkach jako melaning. Co istotne, komoérki NPC (kontrola
negatywna, nie zawierajgca pigmentu) nie posiadaja charakterystycznego dla melaniny
sygnalu EPR (rycina 30A). W celu dodatkowej identyfikacji, komoérki o stabym
czarnym zabarwieniu (7 dzien r6znicowania) wybarwiono metoda Fontany-Masson’a
na obecnos¢ melaniny (rycina 30B). Technika ta pozwala na argentofilne barwienie
melaniny na czarno. Aby jednoznacznie potwierdzi¢ specyficzno$¢ barwienia uzyto
komoérek o stabym (brgzowym) zabarwieniu oraz poroéwnano je z kontrolami
negatywnymi (barwienie bez jonéw srebra komoérek produkujacych melaning oraz petne
barwienie progenitoréw neuronalnych). Czarna strzatka na rycinie 30 wskazuje wyglad
komorek nieprodukujacych melaniny oraz wyglad obu negatywnych kontroli.

Wyniki przedstawione na rycinie 30 jednoznacznie identyfikuja czarny pigment
produkowany przez zréznicowane komorki jako melaning.

Aby zbadaé¢ sub-komoérkowsa organizacje melaniny w komoérkach terminalnie
zréznicowanych protokotem [ wykonano analiz¢ tych komoérek za pomocag
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM). Uzyskane wyniki (rycina 31)
sugeruja, ze melanina w uzyskanych komoérkach lokalizuje si¢ w organellach. Niektore
z nich przypominaja typowe eumelanosomy, na kolejnych stadiach rozwojowych
(oznaczonych na rycinie 31A cyframi rzymskimi). Inne z kolei (wskazane strzatkami na
rycinie 31A oraz B) nie maja typowej budowy melanosoméw 1 przypominaja ziarna
pelne melaniny, obecne w komorkach substancji czarnej. Niestety, uzyskane wyniki nie
pozwalaja jednoznacznie rozstrzygna¢ czy melanina produkowana przez zrdznicowane
komorki jest neuromelaning. Jednak pojawienie si¢ czarnego pigmentu przy uzyciu dwu
niezaleznych protokoldow neuronalnego ro6znicowania pozwala wysnuwaé takie
przypuszczenie, zwlaszcza, ze analizowane komorki produkuja takze dopaming, ktéra

moze by¢ autooksydowana do neuromelaniny.
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Rycina 30. Komorki terminalnie zr6znicowane protokotem I produkuja melaning. A
Widma EPR dla uzyskanych czarnych komoérek, progenitorow NPC oraz syntetycznej
melaniny. B Barwienie argentofilne uzyskanych czarnych komoérek metoda Fontany-
Masson’a. Melanina wybarwiona jest na czarno. Czarna strzatka wskazuje wyglad
komorek nieprodukujacych neuromelaniny. B - powigkszenie 400x, czarny pasek
odpowiada 50 um.
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Rycina 31. A i B Sub-komoérkowa org
terminalnie protokotem I. Organelle przypominajace eumelanosomy, na kolejnych
stadiach rozwojowych oznaczono odpowiednimi cyframi rzymskimi. Struktury
przypominajace ziarna neuromelaniny oznaczono strzatkami. Mikrofotografie
wykonano przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego, A - powiekszenie
64 000x, B - powigkszenie 51 200x.
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W celu jednoznacznej identyfikacji komorek produkujacych melaning, w
kolejnym kroku zanalizowano ekspresj¢ gendéw zwigzanych z melanogeneza oraz
charakterystycznych dla melanocytow w komorkach uzyskanych z komoérek piPS przy
uzyciu protokotdéw I oraz III na poziomie RNA oraz biatka odpowiednio za pomocg RT-
PCR oraz barwienia immunocytofluorescencyjnego. Zanalizowano geny, ktoérych
ekspresja ma miejsce w melanocytach — komorkach produkujacych melaning, gdyz
podejrzewano, iz mogg one by¢ obecne w uzyskanych ko-hodowlach.

Rycina 32 prezentuje analize ekspresji genéw zwigzanych z melanogeneza na
poziomie RNA w komorkach piPS, komorkach terminalnie zréznicowanych
protokotami I oraz III, a takze w komodrkach stanowigcych etapy przejsciowe w
réznicowaniu oboma protokotami. Kazdorazowo, uzyskane wyniki porownywano z
kontrola negatywna (amplifikacja bez matrycy) w celu potwierdzenia specyficzno$ci
amplifikacji. Pozytywna kontrole amplifikacji stanowil gen GAPDH. Uzyskane wyniki
pokazuja, iz na kazdym etapie réznicowania (z uzyciem obu protokoldw) komorki
posiadaja ekspresj¢ genu C-KIT kodujacego receptor cytokiny SCF (ang. Stem Cell
Factor) genu MITF kodujacego czynnik transkrypcyjny zwigzany z mikroftalmiag oraz
genu czynnika transkrypcyjnego PAX3. Gen czynnika transkrypcyjnego SOX10
posiada ekspresj¢ we wszystkich analizowanych komorkach, po za progenitorami
uzyskanymi protokotem I. Ekspresja genow: TYR kodujacego tyrozynaz¢ — enzym
zaangazowany w syntez¢ melaniny - oraz TYRP1 kodujacego biatko 1 zwigzane z
tyrozynaza (ang. TYRosinase-related Protein 1) pojawia si¢ dopiero po terminalnym
roznicowaniu komorek oboma protokotami. Podobnie jak ekspresja genu MITF-M —
czynnika transkrypcyjnego MITF charakterystycznego dla melanocytow. Moze to
sugerowa¢ obecno$¢ melanocytow w uzyskanych w ko-hodowlach. Wart odnotowania
jest fakt, iz wzor ekspresji analizowanych gendw jest identyczny dla komorek
produkujacych melaning uzyskanych za pomocg obu protokotdw réznicowania.

Aby potwierdzi¢ teze o obecnos$ci melanocytow w uzyskanych hodowlach
wykonano barwienie immunofluorescencyjne komorek terminalnie zréznicowanych za
pomoca protokotow I oraz III pod katem ekspresji MITF-M na poziomie bialka.
Uzyskane wyniki prezentuje rycina 33, ktora pokazuje obecnos¢ MITF-M w
uzyskanych oboma protokotami komoérkach. Co ciekawe, najnizszym poziomem (lub
wrecz brakiem) czynnika transkrypcyjnego MITF-M charakterystycznego dla

melanocytow charakteryzuja si¢ komorki wypetnione melaning wskazane na rycinie 32
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strzatkami. Sugerowa¢ to moze, iz komorki te nie s3 melanocytami, a melanina w nich
obecna moze by¢ neuromelaning powstala z dopaminy obecnej w medium

hodowlanym.

piPS

Komorki na etapie
progenitorow NPC(l)

Komorki terminalnie
zréznicowane (l)

Komorki na etapie
ektodermy (lll)

Komorki terminalnie
zréznicowane (l11)

C-KIT MITF MITF-M PAX3 TYRP1 SOX10 TYR GAPDH

Rycina 32. Ekspresja genéow zaangazowanych w  melanogenezg oraz
charakterystycznych dla melanocytéw na poziomie RNA w kolejnych etapach
réznicowania komorek protokotami I oraz Ill. C-KIT- receptor cytokiny SCF, MITF -
czynnik transkrypcyjny zwigzany z mikroftalmiag, MITF-M - MITF charakterystyczny
dla melanocytow, TYR — tyrozynaza, TYRP1- biatko 1 zwigzane z tyrozynaza. Gen
konstytutywny GAPDH postuzyt jako kontrola pozytywna reakcji PCR.
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Rycina 33. Ekspresja markera MIT-M (czynnik transkrypcyjny zwigzany z
mikroftalmia) charakterystycznego dla melanocytow w komorkach terminalnie
zroznicowanych protokotami I oraz III na poziomie biatka. Biale strzatki wskazujg
komorki wypetnione melaning, ktéore okazaly si¢ by¢ MITF-M-negatywne
Powigkszenie 400x, biaty pasek odpowiada 50 um.

Uzyskane wyniki sugeruja, iz w wyniku terminalnego réznicowania komorek
piPS za pomoca opisanych protokotow I oraz III uzyskano wysoce heterogenne
populacje komoérek w sklad, ktorych wchodza komorki produkujace melaning.
Uzyskano tym samym niezwykle ztoZzony oraz ciekawy model do dalszych badan, w
tym nad rola melanogenezy w rozwoju choroby Parkinsona. Temat ten zostat podjety w

rozdziale 5.
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4.6 Opracowanie zwierzecego modelu choroby Parkinsona oraz
transplantacja uzyskanych zréznicowanych komorek

W celu weryfikacji przydatnosci uzyskanych poprzez roznicowanie
indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych komorek produkujacych
dopamine w terapii chorob neurodegeneracyjnych opracowano szczurzy oraz mysi
model choroby Parkinsona oraz wykonano pierwsze transplantacje komorek do modelu

SzCzurzego.

W podejsciu wykorzystujacym szczurzy model przeprowadzono jednostronne
operacje stereotaktyczne majace na celu uszkodzenie peczka przysrodkowego
przodomozgowia stanowigcego projekcje neurondéw dopaminergicznych z istoty czarnej
do prazkowia. Sposrod 38 operowanych w 2 turach szczurow jedynie 3 nie przezyly
operacji. 6 szczuréw postuzyto do okreslenia poprawnych koordynatow operacyjnych —
zaraz po operacji zostaly usmiercone, a ich mozgi uzyte do weryfikacji trafienia w
pozadang strukture.

Niestety w tescie rotacyjnym z uzyciem rotametrow zaden z operowanych
szczurdbw nie wykazywal znacznej lezji uktadu dopaminergicznego ani w tescie
apomorfinowym ani amfetaminowym. W te$cie apomorfinowym rotacje wystepuja gdy
dochodzi do 85% uszkodzenia uktadu dopaminowego. Z kolei test amfetaminowy jest
bardziej czuly 1 obroty szczurow pojawiaja si¢ juz przy 50% lezji. W tescie
amfetaminowym obserwowano zachowanie asymetryczne niektorych szczurow.
Sugeruje to indukcje lezji na poziomie 50% uszkodzenia ukladu dopaminowego.
Komorki podano tym szczurom, u ktorych stwierdzono asymetri¢ zalozywszy, iz
posiadajag one niewielkie lezje ukladu dopaminowego. Po miesigcu od operacji
wszczepiono w dwa miejsca do prazkowia po uszkodzonej stronie wyrdznicowane
protokotem I komorki. W pierwszej turze do$wiadczen zwierzetom wszczepiono
jedynie komorki terminalnie zréznicowane, w drugiej takze progenitory neuronalne
NPC. W pierwszej turze przeszczepien szczurOw nie poddawano immunosupresji, w
drugiej turze eksperymentéw szczurom codziennie podawano cyklosporyng A w celu
wywolania immunosupresji. Miesiagc po wszczepieniu komorek szczury u$miercono
oraz wyizolowano ich modzgi, ktore nastgpnie skrojono 1 wybarwiono

immunohistochemicznie na obecno$¢ komorek TH-pozytywnych. Wybarwione
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preparaty poréwnano z kontrolami negatywnymi w celu jednoznacznej identyfikacji
miejsce podania komorek. Niestety, ze wzgledu na silne barwienie niespecyficzne nie
sposOb byto odnalez¢ miejsce podania progenitorow neuronalnych. Najlepiej widoczne
oraz zidentyfikowane jednoznacznie byly miejsca podania komoérek terminalnie
zréznicowanych, ze wzgledu na obecno$¢ komoérek produkujacych melaning. Uzyskane
wyniki prezentuje rycina 34.

Poniewaz w pierwsze] turze doswiadczen szczury nie zostaly poddane
immunosupresji przeszczepione komoérki prawdopodobnie zostaty odrzucone przez
uktad immunologiczny i nie zintegrowaly si¢ z tkanka. Widoczne jest to na rycinie 34A
w postaci silnie odgraniczonego miejsca podania komoérek (zaznaczonego czarng
strzatka), ktore otoczone jest wyrazng blizng (zaznaczong biatymi strzatkami). Nie
wida¢ komorek integrujacych si¢ z tkanka.

Jednak kiedy szczury poddawano immunosupresji — w drugiej turze
doswiadczen — przeszczepione komorki wydawaty si¢ integrowaé z otaczajaca tkanka.
Na rycinie 34B oraz 34C (przy wickszym powigkszeniu) biate strzatki wskazuja
komorki niejako wyrastajace z miejsca podania komorek (zaznaczonego czarng
strzatkg) 1 wrastajagce w tkanke mozgowa szczura. Wart odnotowania jest fakt, iz
zarowno komorki produkujace melaning, jak 1 komorki o fenotypie neuronalnym 1
silnym brazowym zabarwieniu sugerujacym obecno$¢ TH wydaja si¢ wrasta¢ w tkanke
moézgowa. Sugeruje to, iz przeszczepione komorki (lub przynajmniej ich czgs¢)
zintegrowaty si¢ z tkanka. Jest to obiecujacy wynik pozwalajacy sadzi¢, i1z uzyskane
poprzez roznicowanie protokolem I komorki produkujace dopaming maja potencjat do
wywotania efektu terapeutycznego in vivo. Aby potwierdzi¢ t¢ teze konieczne sa dalsze

eksperymenty na modelach zwierzgcych.
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Rycina 34. Barwienie immunohistochemiczne skrawkéw mozgdéw szczurzych na
obecnos¢ przeszczepionych komoérek TH-pozytywnych (wybarwionych na bragzowo).
Czarne strzatki wskazujg miejsce podania komorek. Biate strzatki na rycinie A (szczur
bez immunosupresji) wskazujag powstata blizng, na rycinie B i C (szczur z
immunosupresjg) wskazujg przeszczepione komorki integrujace si¢ z tkankg. A 1 B
powickszenie 40x, biaty pasek odpowiada 500 um C powickszenie 400x, bialy pasek
odpowiada 50 um.
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Poniewaz codzienne podawanie cyklosporyny A w celu immunosupresji jest
ucigzliwe dla zwierzat, ktére w dodatku nie najlepiej znoszg t¢ procedure opracowano
mysi model choroby Parkinsona wykorzystujac myszy szczepu NOD/SCID. Myszy
tego szczepu posiadajg uposledzony uktad immunologiczny — sg wigc idealnym
modelem do ksenotransplantacji komorek. Myszom NOD/SCID codziennie przez 56
dni doustnie podawano rotenon w dawce 30 mg/kg w celu indukcji modelu choroby
Parkinsona. Pojawianie si¢ zaburzen ruchowych monitorowano za pomocg testu
koordynacji ruchowej z uzyciem rota-rodu. Rejestrowano czas utrzymywania si¢ myszy
na rotujgcym i przyspieszajagcym pregcie na poczatku, w polowie oraz na koncu
doswiadczenia. Po zakonczeniu doswiadczenia myszy zabito, a ich mézgi wyizolowano
1 skrojono w celu okreslenia zmian patologicznych w istocie czarnej. Uzyskane wyniki
prezentuje rycina 35. Czas utrzymywania si¢ na prgcie myszy otrzymujacych rotenon w
trakcie doswiadczenia wyraznie spadat w stosunku do grupy kontrolnej otrzymujacej
sam rozpuszczalnik - karboksymetylocelulozg¢ (CMC) - oraz do grupy kontrolnej w
ogole niepodlegajacej procedurom karmienia (grupa ta postuzyla eliminacji wptywu
codziennego kontaktu z eksperymentatorem oraz procedur karmienia na koordynacje
ruchowa myszy). Na koniec okresu podawania rotenonu rdznica w czasie utrzymywania
si¢ myszy na rotujacym precie migdzy grupg otrzymujgcg rotenon, a grupami
kontrolnymi okazata si¢ by¢ istotna statystycznie, sugerujac skuteczng indukcje
objawow ruchowych choroby Parkinsona w mysim modelu. Duze wartosci odchylenia
standardowego spowodowane sg znacznymi rdéznicami w zachowaniu myszy w obrgbie
grup.

W istocie czarnej myszy otrzymujacej rotenon pojawity si¢ patologiczne zmiany
widoczne na rycinie 35C. Analiza patomorfologiczna sugeruje, iz w istocie czarnej
myszy grupy eksperymentalnej obecnych bylo mniej komoérek niz w grupie
otrzymujacej sam rozpuszczalnik (jasniejsze zabarwienie preparatu). Wydaje sie, ze
gestos¢ neurondw w istocie czarnej myszy otrzymujacej rotenon byla nieco nizsza niz w
grupie kontrolnej. W istocie czarnej myszy z grupy eksperymentalnej odnaleziono
réwniez zdegenerowane komorki wygladajace na apoptotyczne (wynikdéw nie pokazano
— opinia konsultujgcego preparaty). W analogicznych strukturach myszy z grupy
kontorlnej nie odnotowano takiej obserwacji. Obserwacje te sg spojne z wynikami

testow koordynacji ruchowe;j.
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Uzyskane dane pokazuja, iz opracowano dogodny zwierzgcy model do
przeszczepienia ludzkich komoérek uzyskanych poprzez réznicowanie komorek iPS.
Model ten nie tylko posiada symptomy choroby Parkinsona, ale takze cechuje si¢
uposledzonym uktadem odpornosciowym, co pozwala na ksenotransplantacje komorek

bez ryzyka ich odrzucenia.

A Test koordynacji ruchowej myszy
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dzien 5 dzien 32 dzien 67

ROTENON

’ / 4

Rycina 35. Opracowanle my5|ego modelu choroby Parkinsona. A Czas utrzymywanla
si¢ myszy NOD/SCID na rotujacym precie spada w trakcie podawania rotenonu w
stosunku do grup kontrolnych, co sugeruje spadek koordynacji ruchowej — pojawienie
si¢ objawdéw choroby Parkinsona. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie
standardowe. * oznacza rdznice istotne statystycznie (p<0,05) w stosunku do
odpowiedniej kontroli. B i C. Barwienie eozyna/hematoksyling skrawkow mozgow
mysich odpowiadajacych istocie czarnej. W istocie czarnej myszy otrzymujacych
rotenon obecnych byto mniej neuronéw niz grupie kontrolnej. K - grupa kontrolna nie
poddawana zabiegom karmienia, CMC - grupa kontrolna otrzymujaca sam
rozpuszczalnik, ROTENON - grupa badawcza otrzymujaca codziennie rotenon. B i
Cpowigkszenie 400x, bialy pasek odpowiada 50 pm.
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4,7 Opracowanie genetycznego zabezpieczenia indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych opartego na genie
samobdjczym

W celu zwigkszenia bezpieczenstwa, a tym samym przydatnosci w komoérkowe;j
terapii regeneracyjnej, indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych
opracowano metode genetycznego zabezpieczenia komoérek umozliwiajgcego
selektywng eliminacj¢ komorek zmodyfikowanych genetycznie. W podejsciu tym
wykorzystano samobdjczy gen Kinazy tymidynowej (TK) oraz metabolizowany przez
jego produkt nieaktywny pro-lek gancyklowir.

Poniewaz modyfikacja genetyczna komorek iPS jest trudna, a ich hodowla
wymagajaca oraz kosztowna pierwsze doswiadczenia nad terapig oparta o gen
samobojczy wykonano na modelowej linii komoérek migsaka prazkowanokomoérkowego
Rh30. Linia ta jest dobrze scharakteryzowana (réwniez pod katem tworzenia guzow in
Vvivo) oraz tatwa w hodowli i modyfikacji genetycznej. Wyniki do§wiadczen uzyskane
na linii komoérek Rh30 postuzyly do optymalizacji metod, ktore docelowo zostang
zastosowane do przygotowania genetycznego wentylu  bezpieczenstwa  dla

indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych.

4.7.1 Przygotowanie oraz produkcja wektorow wirusowych

Stosujac techniki klonowania DNA przygotowano oczyszczone lentiwirusowe
plazmidy przenoszace geny biatka GFP (pod kontrolg promotorow CMV oraz UbC)
oraz zestaw GFP-IRES-TK (pod kontrolg promotora CMV), ktoérych mapy prezentuje
rycina 36A. Ich wigksze wersje zamieszczono w zalgczniku 1 na koncu pracy.
Uzywajac uzyskanych plazmidow oraz plazmidéw akcesoryjnych wyprodukowano
wektory lentiwirusowe przygotowane na bazie wirusa HIV-1. Jako komorek
produkujacych wektory uzyto komorek linii 293T, ktore transfekowano metoda
chemiczng z uzyciem fosforanu wapnia. Uzyskiwano wysoka wydajnos$¢ transfekcji
siegajaca 90% (rycina 36D). Wydajno$¢ te okreslano cytometrycznie. W trakcie
produkcji wektorow wirusowych komorki 293T charakteryzowaty sie bardzo wysoka
ekspresja GFP oraz zlewaly si¢ w charakterystyczne syncytia wskazane na rycinie 36B i

C strzatkami. Jest to oznaka wydajnej produkcji wirusowe;.
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Rycina 36. Przygotowanie plazmidow oraz produkcja wektorow wirusowych. A Mapy
przygotowanych plazmidow lentiwirusowych. Ich wigksze wersje zamieszczono w
zalaczniku 1 na koncu tej pracy. W trakcie produkcji wektorow wirusowych komorki
293T charakteryzowaly si¢ bardzo wysoka ekspresja GFP oraz zlewaly si¢ w
charakterystyczne syncytia wskazane bialymi strzatkami na rycinie B i C. D Analiza
cytometryczna transfekowanych komoérek 293T wskazuje na wysoka wydajnosé
transfekcji. B i C powigkszenie 200x, biaty pasek odpowiada 50 um.
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W trakcie niniejszej pracy doktorskiej dokonano optymalizacji metody
transfekcji komorek oraz produkcji wektorow lentiwirusowych. Protokdt opisany w
rozdziale materialy i metody to wynik optymalizacji tej metody. Prowadzi ona do
uzyskania wektorow wirusowych o mianie rzedu 5x10° jednostek transdukcyjnych /ml.
Wyprodukowane wektory mianowano uzywajac linii HT1080. Zebrane wektory

wirusowe przechowywano zamrozone do czasu transdukcji komorek.

4.7.2 Wyprowadzenie zmodyfikowanych genetycznie linii komoérek
Rh30

Komorki migsaka  prazkowanokomorkowego Rh30 zainfekowano
wyprodukowanymi wektorami wirusowymi przy MOI=5. Po 2 dniach od infekcji
rozpoczeto selekcje antybiotykowa komorek zainfekowanych wirusem przenoszacym
gen biatka GFP pod kontrolg promotora CMV. Po 2 tygodniach selekcji uzyskano lini¢
komorek Rh30GFP. Komoérki zainfekowane wirusem przenoszacym konstrukt GFP-
IRES-TK wysortowano pod katem ekspresji GFP tydzien po infekcji. Wyprowadzono w
ten sposob lini¢ komorek Rh30TK. Czystos¢ obu wyprowadzonych linii komorkowych
oznaczono za pomocg analizy cytometrycznej (rycina 37). Wyznaczono odsetek
komorek wykazujacych zielong fluorescencje wzgledem komoérek typu dzikiego
(RhWT). Wyprowadzono linie komérkowe o zadowalajacej czystosci. 93% komorek
Rh30GFP okazato si¢ GFP-dodatnich, w przypadku linit Rh30TK czysto$¢ sortu
wyniosta 78%. Tak wyprowadzonych linii komoérkowych uzyto do dalszych

doswiadczen.
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Rycina 37. Wyprowadzone linie komorkowe Rh30GFP (A i B) oraz Rh30TK (D i E).
Analiza cytometryczna transdukowanych komorek wzglgdem komorek typu dzikiego
(C i F) pokazala zadowalajgca czysto§¢ — odpowiednio 93% i 78%. A, B, D, E
powigkszenie 200x, biaty pasek odpowiada 50 um.

4.7.3 Test skutecznosci strategii opartej o gen samobdjczy in vitro

W  kolejnym kroku sprawdzono wrazliwos¢ wyprowadzonych linii
komorkowych na gancyklowir in vitro. Wszystkie linie inkubowano przez 6 dni z
gancyklowirem w stezeniu 0,1pg/ml. W warunkach kontrolnych komoérki hodowane
byly w zwyklym medium hodowlanym. Codziennie okreslano liczb¢ komoérek przy
uzyciu komory Biirker’a, a w ostatnim, 6. dniu wykonano mikrofotografie komorek.
Uzyskane wyniki prezentuje rycina 38. Gancyklowir (GCV) w uzytym st¢zeniu jest
wyraznie toksyczny dla komorek linii Rh30TK, jednocze$nie bedac obojetnym dla
komorek kontrolnych (Rh30WT i1 Rh30GFP). Niemal wszystkie komorki Rh30TK
zostaly wyeliminowane z hodowli po 6-cio dniowym traktowaniu gancyklowirem
(rycina 38A). Ponadto jak prezentuje rycina 38B linia komérek Rh30TK cechuje si¢
wolniejszym tempem wzrostu od pozostatym uzytych linii. Moze to by¢ spowodowane

wprowadzeniem do komorek egzogennej kinazy, ktéora moze niespecyficznie
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fosforylowa¢ substraty komorkowe wptywajac tym samym na szlaki przekaznictwa i

cykl komérkowy zmieniajgc tym samym tempo wzrostu komorek.
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Rycina 38. Gancyklowir skutecznie eliminuje komorki posiadajace ekspresje kinazy
tymidynowej TK. A Po 6 dniach inkubacji komoérek z gancyklowirem w stgzeniu
0,1 pg/ml (oznaczenie +GCV) niemal wszystkie komorki Rh30TK zostaja
wyeliminowane. B Wykres prezentujacy tempo wzrostu wyprowadzonych linii
komoérkowych w  obecno$ci  (oznaczenie +GCV) i przy braku gancyklowiru.
Gancyklowir jest nietoksyczny dla komoérek Rh30WT 1 Rh30GFP. Wyniki
przedstawiono jako $rednia = odchylenie standardowe. * oznacza rdznice istotne
statystycznie (p<0,05) w stosunku do odpowiedniej kontroli. Mikrofotografie w
wykonano przy powigkszeniu 200x, biaty pasek odpowiada 50 um.

Komoérki posiadajace ekspresje kinazy tymidynowej sg efektywnie eliminowane
przez gancyklowir przy uzyskanej czysto$ci wynoszacej 78% komorek pozytywnych.
Jednak w przypadku komorek macierzystych, zwlaszcza w strategii modyfikacji
genetycznej in vivo, uzyskanie komorek o takiej czystosci moze okaza¢ si¢ duzym
wyzwaniem. Jednakze toksyczny metabolit gancyklowiru jest transportowany przez

zlacza szczelinowe sasiadujacych komorek. Moze on wigc wywotywac toksyczny efekt
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réwniez w komorkach typu dzikiego sasiadujagcych z komorkami posiadajagcymi
ekspresje genu samobojczego (tzw. efekt sasiedztwa). Aby okresli¢ na ile ten transfer
przektada si¢ na efektywng eliminacj¢ komorek sgsiadujagcych z komorkami
posiadajacymi ekspresje TK postanowiono przygotowaé ko-hodowle zawierajace rézne
odsetki komorek Rh30TK. Niezbedna do zajscia efektu sgsiedztwa komunikacja
migdzykomodrkowa za posrednictwem zlacz szczelinowych w linii Rh30 jest wydajna,

co reprezentuje transfer zielonego barwnika fluorescencyjnego kalceiny widoczny na

rycinie 39.

Rycina  39. Komunikacja
miedzykomorkowa za
posrednictwem zlacz

szczelinowych w linii Rh30. B
Zielony barwnik fluorescencyjny
kalceina przenika przez zlacza
szczelinowe sasiadujacych
komoérek od komérek donorowych
(wybarwionych dla identyfikacji
czerwonym barwnikiem
fluorescencyjnym barwigcym
btony komorkowe Dil (C)) do
komorek akceptorowych.
Komoérki donorowe zaznaczono na
rycinie D bialymi strzatkami. A,
B, C, D powigkszenie 200x, biaty
pasek odpowiada 50 um.
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W celu okreslenia wydajnosci efektu sgsiedztwa przygotowano mieszaniny
komoérek Rh30TK z komoérkami Rh30WT zawierajace od 0 do 78% komorek Rh30TK.
Ko-hodowle prowadzono przez 8 dni w obecno$ci 1 pg/ml gancyklowiru. Komorki
kontrolne hodowane byly w zwyklym medium hodowlanym. Uzyskane wyniki

prezentuje rycina 40.

%Rh30
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10%
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Rycina 40. Efekt sgsiedztwa w linii komérek Rh30. Juz 20% komoérek Rh30TK
obecnych w ko-hodowli z komérkami Rh30WT wystarcza do calkowitej eliminacji
wszystkich komoérek w trakcie 8 dniowej inkubacji z gancyklowirem w stezeniu
1 pg/ml (+GCV). Pod nieobecnos¢ gancyklowiru komorki rosng normalnie. Procenty
oznaczaja odsetki komodrek Rh30TK w ko-hodowli. Wszystkie zdjecia - powiekszenie
200x, biaty pasek odpowiada 50 pm.

W ciggu 8 dniowej inkubacji z gancyklowirem w stgzeniu 1 pug/ml wszystkie
komorki zostaly wyeliminowane gdy komorki posiadajace ekspresj¢ kinazy
tymidynowej (Rh30TK) stanowily zaledwie 20%. Dowodzi to silnego, toksycznego
efektu sgsiedztwa zachodzacego w trakcie ko-hodowli komoérek Rh30WT oraz Rh30TK

w obecnosci gancyklowiru.
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Uzyskane wyniki sugeruja, ze opracowana strategia genu samobodjczego oparta
na specyficznej eliminacji komoérek migsaka prazkowanokomorkowego posiadajacych
ekspresje kinazy tymidynowej pod wplywem gancyklowiru jest niezwykle skuteczna w
warunkach in vitro. W kolejnym kroku sprawdzono jej skuteczno$¢ w warunkach in

Vivo.

4.7.4 Test skutecznoSci strategii opartej o gen samobdjczy in vivo

Wyprowadzone komorki linii Rh30TK oraz Rh30GFP wszczepiono podskornie
do myszy z uposledzong odpornoscia. Kiedy komorki sformowaty guzy o mierzalnych
rozmiarach myszom zaczegto dootrzewnowo podawac codziennie roztwor gancyklowiru
w stezeniu 50 mg/kg masy ciala (1 mg w 0,5 ml/mysz) przez 14 dni. Myszom
nalezagcym do grupy kontrolnej podawano w tym czasie sam rozpuszczalnik- PBS.
Rozmiary guzéw sprawdzano 2 razy w tygodniu. Uzyskane wyniki prezentuje rycina

41.
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Rycina 41. Terapia samobojcza in vivo. Guzy sformowane przez komorki Rh30TK (A i
B) =zostaly niemal catkowicie wyeliminowane w trakcie 2 tygodniowego
dootrzewnowego podawania gancyklowiru (GCV) w dawce 50mg/kg (B). W grupie
kontrolnej, gdzie podawany byt sam PBS, guzy osiggnety znaczne rozmiary (A)
Wykresy C i D przedstawiaja odpowiednio masy wyizolowanych guzow oraz tempo
wzrostu guzéw w trakcie pomiaréw. Czarna strzatka wskazuje poczatek podawania
gancyklowiru. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe. * oznacza
roznice istotne statystycznie (p<0,05) w stosunku do kontroli. Biate i czarne kwadraty
na rycinach A i B odpowiadaja 0,5 cm.

Guzy powstale z komoérek Rh30TK niemal catkowicie zanikly w trakcie 2
tygodniowego podawania gancyklowiru. Guzy powstate z tych komorek u myszy
otrzymujacych PBS osiggnety w tym czasie znaczne rozmiary (rycina 41A). Powstate
guzy wyizolowano, zwazono oraz poddano analizie histopatologicznej, ktora
przedstawia rycina 42. W obecnosci gancyklowiru guzy sformowane przez komorki
Rh30TK zostaly niemal catkowicie wyeliminowane. Tkanka wyizolowana z miejsca
podania tych komoérek (wskazana na rycinie 42D bialg strzatka) okazala si¢ by¢ wezlem
chlonnym, w ktérym odnaleziono jedynie pojedyncze, martwe komoérki nowotworowe.
Co niezwykle istotne, nie stwierdzono toksycznosci narzgdowej u zadnej z myszy.

Wykazywaty one normalne zachowanie w trakcie przeprowadzania eksperymentu.
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Rycina 42. Analiza histopatologiczna wyizolowanych guzow. Skrawki zostalty
wybarwione hematoksyling/eozyng. Guzy sformowane przez komorki Rh30WT (A),
Rh30GFP (B) oraz Rh30TK (C) nie roznity si¢ budowa ani morfologia komorek.
Tkanka wyizolowana z miejsca podania komoérek Rh30TK w grupie otrzymujacej
gancyklowir (wskazana na rycinie D biatg strzatka) okazata si¢ by¢ weztem chtonnym,
w ktérym odnaleziono jedynie pojedyncze, martwe komorki nowotworowe. Wszystkie
zdjecia - powigkszenie 100x, biaty pasek odpowiada 100 pm.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze zastosowana ferapia samobdojcza jest skuteczna w
eliminacji komoérek nowotworowych in vivo. Pozwala to mie¢ nadzieje na jej przyszie
wykorzystanie w terapii genowej nowotworéw, a takze na wykorzystanie jej jako
genetycznego wentylu bezpieczenstwa pozwalajacego w razie koniecznosci selektywnie
wyeliminowa¢ wszystkie przeszczepione komoérki powstale przez rdznicowanie

indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych.
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4.7.5 Wyprowadzenie zmodyfikowanych genetycznie linii komérek
piPS

Docelowymi komoérkami, ktorych wrazliwo$¢ na gancyklowir po modyfikacji
genetycznej wprowadzajacej gen samobojczy postanowiono sprawdzi¢ w tej pracy byta
linia indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych piPS. Modyfikacja
genetyczna tych komodrek okazata sie¢ by¢ jednak skomplikowana technicznie. Przy
pierwszym podejsciu, przy probie transdukcji w warunkach hodowlanych komoérek iPS
zmodyfikowano genetycznie jedynie mysie embrionalne fibroblasty (MEF) warstwy
odzywczej, poniewaz te komorki sa znacznie bardziej permisywne dla infekcji
wirusowej. Opracowano, wiec protokot, w ktorym komorki piPS hodowano w
warunkach bez warstwy odzywczej — szalkach optaszczonych matrizelem 1 w medium
kondycjonowanym przez komorki MEF. W warunkach takich uzywajac zageszczonych
1 rozpuszczonych w kondycjonowanym medium do komorek iPS wektréw wirusowych
udato si¢ zmodyfikowaé genetycznie komoérki piPS przy MOI=20. Po 2 tygodniowe;j
selekcji w warunkach bez warstwy odzywczej udalo si¢ wyprowadzi¢ lini¢ komorek
piPS-GFP (rycina 43A i B), a po wysortowaniu lini¢ komoérek piPS-TK (rycina 43C i
D). Linie te wysiano ponownie na warstw¢ odzywcza z komorek iMEF. Jednak w
przeciggu nastepnych 2 tygodni wyprowadzone linie stracily ekspresj¢ transgenow co
obserwowano jako spadek ekspresji zielonej fluorescencji biatka GFP. Wing za ten stan
rzeczy ponosi wirusowy promotor CMV, pod kontrola, ktoérego znajdowaty sie¢
wprowadzane transgeny, a ktory jest wyciszany w komoérkach z czasem. W komorkach
macierzystych piPS okazal si¢ by¢ wyciszany bardzo szybko. Wyprowadzone linie
bardzo szybko utracity ekspresje transgenow. Dlatego w kolejnym podejsciu
wyprowadzono w opisany juz sposob linie komorek piPS-GFP(UbC) (rycina 43E i F),
ktéra posiadata ekspresje biatka GFP pod kontrola konstytutywnego promotora
ubikwityny C (UbC). Promotor ten nie jest wyciszany i zdecydowanie bardziej nadaje
si¢ do dhugotrwatego, genetycznego zabezpieczenia komorek. Czystos¢ komorek tej
linii okreslono cytofluorymetrycznie na 75% komorek GFP-pozytywnych (rycina 43G).
Komorki tej linii posiadaty stabilng ekspresje biatka GFP. Aby wyprowadzi¢ stabilng
lini¢ komorek piPS-TK(UbC) konieczne jest przeklonowanie transgenu GFP-IRES-TK

pod kontrolg promotra UbC. Prace nad tym zabiegiem trwaja.
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G DiPS-GFP
(UbC) 75%

Rycina 43. Wyprowadzone linie komorkowe piPS-GFP (A i B) i piPS-TK (C i D)
tracily ekspresje transgendéw w wyniku wyciszania promotora CMV. Wyprowadzona
linia komorek piPS-GFP(UbC) (E i F) cechowala si¢ stabilng ekspresja GFP. Jej
analiza cytometryczna (G) wykazata zadowalajaca czystos¢ wynoszaca 75%. A, B, C,
D, powigkszenie 200x, biaty pasek odpowiada 100 um, E, F powigkszenie 400x, biaty
pasek odpowiada 50 pm.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze uzycie genu samobdjczego Kinazy tymidynowej
do zabezpieczenia indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych to
podejscie niezwykle obiecujace, mogace w przysztoSci znacznie zwigkszyc

bezpieczenstwo komorkowej terapii regeneracyjne;.
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5. Dyskusja

5.1 Izolacja komorek somatycznych do reprogramowania

Pierwszym krokiem w otrzymywaniu indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych jest uzyskanie somatycznych komorek dorostego organizmu,
ktoére zostang reprogramowane. Ludzkie indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste potencjalnie uzyska¢ mozna z kazdej diploidalnej komoérki somatycznej
[109]. Pomimo iz po raz pierwszy uzyskano je z fibroblastow [26] to pokazano, ze do
pluripotencji mozna reprogramowa¢ m.in. limfocyty B [110], komérki CD34+ [111],
progenitory neuronalne [112], astrocyty [113] czy keratynocyty [114].

Z perspektywy dostepnosci oraz minimalizacji inwazyjnosci procedury izolacji
jednojadrzaste komorki wyizolowane z krwi obwodowej stanowig optymalng populacje
komoérek somatycznych do reprogramowania. To witasnie komorki krwi obwodowe;j
pacjenta cierpigcego na chorobe Parkinsona zostaty reprogramowane dostarczajac linii
komorek PD-iPS scharakteryzowanych w tej pracy. Fibroblasty, ktorych hodowla in
vitro jest nieskomplikowana, a reprogramowanie popularne, uzyskuje si¢ poprzez
biopsje skory — procedurge do$¢ krwawg i inwazyjng. Dobrym substytutem komorek
krwi sg keratynocyty izolowane z wtosa. W sytuacjach, gdy niedostepna jest krew
pacjenta (Iek pacjenta, brak wykwalifikowanego personelu) pobranie wlosow stanowi
bardzo komfortowa alternatyw¢ o podobnym stopniu inwazyjnosci. Ponadto, sama
hodowla keratynocytow dostarcza duzej ilosci komorek oraz jest prosta technicznie w
poréwnaniu z hodowlg 1 ekspansja komorek jednojadrzastych krwi. Dodatkowo,
keratynocyty uwaza si¢ za komorki tatwe do reprogramowania, ze wzgledu na wysoka,
endogenng ekspresj¢ genow C-MYC i KLF4 [114]. Inne ludzkie komodrki somatyczne sa
trudniej dostepne, lub ich pozyskiwanie wigze si¢ z wiekszym stopniem inwazyjnosci.
Protokot izolacji ludzkich keratynocytow z wyrwanego wtosa opracowano na podstawie
literatury [104]. Zoptymalizowano go jednak pod katem redukcji kosztow m.in.
zastepujac matrizel zelatyng. Wiele krokow opisanej procedury wymagato praktycznego
sprawdzenia oraz technicznej optymalizacji. Opisana w rozdziale 3 metoda w sposob
powtarzalny dostarcza ludzkich komoérek somatycznych gotowych do reprogramowania
z zadowalajacg wydajnoscig w przeciggu ok. miesigca od izolacji. Do uzyskania

niezbe¢dnej ilosci keratynocytow konieczne s3 2 szalki hodowlane o powierzchni 35
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mm, kazda z okolo 10 wyrwanymi wlosami. Liczba 20 wyrwanych wloséw sprawia
dawcy jedynie niewielki dyskomfort, porownywalny ze stresem zwigzanym z
pobraniem krwi.

Metoda jest rowniez skuteczna w przypadku izolacji keratynocytéw z wloséw
siwych (do$wiadczenia wlasne), a w przypadku, gdy dawca komoérek nie posiada
wloséw na glowie, istnieje mozliwo$¢ izolacji keratynocytéw z wlosow wyrwanych z

dowolnej czesci ciata [104] lub uzycia komoérek krwi.

5.2 Reprogramowanie ludzkich keratynocytow do komorek iPS

Wyizolowane ludzkie keratynocyty zostaly skutecznie zmodyfikowane
genetycznie za pomoca wektorow lentiwirusowych stworzonych na bazie wirusa HIV-1
wprowadzajacych ekspresje biatka zielonej fluorescencji GFP. Do transdukcji
keratynocytow niezbgdne okazalo si¢ zageszczenie oraz przeniesienie do
odpowiedniego medium wyprodukowanych wektorow wirusowych. Spowodowane byto
to terminalnym roznicowaniem keratynocytéw pod wplywem surowicy oraz jonow
wapnia w wysokim stezeniu obecnych w medium, w ktorym wyprodukowano wektory
wirusowe. Keratynocyty terminalnie zrdznicowane przestawaly proliferowaé oraz
szybko obumieraly. Transdukcj¢ wprowadzajaca ekspresj¢ GFP wykonano, aby okresli¢
odpowiedni stosunek wektoréw wirusowych do komorek (MOI), przy ktorym
modyfikacja genetyczna jest skuteczna i nietoksyczna. Najlepsze wyniki uzyskano dla
MOI=5. Przy takiej wielokrotnosci infekcji transdukowano keratynocyty wektorami
lenti- oraz onko-retrowirusowymi przenoszacymi zestaw gendow  czynnikOw
transkrypcyjnych uzytych przez grupe Yamanaki [26] do reprogramowania komorek.
Niestety, mimo kilkukrotnych prob metodami tymi nie udato si¢ uzyskac linii komoérek
kiPS. Uzyskano jedynie czgsciowo reprogramowane komorki tworzace kolonie, ktore
szybko przestawaty rosng¢ oraz degenerowaty. Co istotne, zjawisko takie obserwowano
takze w przypadku reprogramowania z uzyciem wirusa Sendai. W tym wypadku jednak
w nastgpnych dniach pojawity si¢ w pelni reprogramowane komorki kiPS. Obserwacje
te sugeruja, i1z pierwsze pojawiajace si¢ w toku reprogramowania kolonie, nie sg
koloniami w pelni reprogramowanych komorek iPS, a jedynie cze$ciowo

reprogramowanymi, przejsciowo namnazajagcymi si¢ komorkami. W przypadku
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reprogramowania za pomocg samodzielnie wyprodukowanych wektorow wirusowych
pojawily si¢ jedynie pojedyncze kolonie nie w pelni reprogramowanych komorek.
Prawdopodobng przyczyng nieskutecznosci tego podejscia jest uzycie zbyt niskiego
MOI. Wektory wirusowe przenoszace zestaw genoOw czynnikoéw transkrypcyjnych
prawdopodobnie posiadaty nizsze miano niz wektory przenoszace gen biatka GFP.
Transgen w plazmidzie uzytym do produkcji wektoréw reprogramujacych jest
wielokrotnie wiekszy niz transgen gfp. Powoduje to znacznie nizsza wydajnos¢
produkcji wektorow wirusowych, ktora silnie zalezy od rozmiaru insertu w uzytym
plazmidze [115]. Poniewaz mianowano tylko wektory wirusowe przenoszace gen gfp na
podstawie ekspresji GFP w transdukowanych komorkach, przeszacowano miano
wektoroOw przenoszacych geny reprogramujace. Nie pozwolito to uzyskaé odpowiedniej
liczby transdukowanych keratynocytéw, a tym samym w pelni reprogramowanych
komorek tworzacych charakterystyczne kolonie. Niemniej jednak, pojawienie si¢
czgsciowo  reprogramowanych  komodrek  sugeruje  teoretyczna  zdolno$¢
wyprodukowanych  wektorow  wirusowych do  reprogramowania  ludzkich
keratynocytow. Metoda reprogramowania ludzkich keratynocytow wykorzystujaca
samodzielnie wyprodukowane wektory letni- oraz onko-retrowirusowe do skutecznego
dostarczania komorek iPS wymaga jedynie optymalizacji etapu infekcji komorek.
Reprogramowanie ludzkich keratynocytdw za pomoca wektorow wirusowych
opartych o wirusa Sendai okazalo si¢ w pelni skuteczne. Przy uzyciu zakupionego
zestawu wektorow wirusowych uzyskano 10 linii komorek kiPS. Infekcji wirusowej
towarzyszyta umiarkowana toksycznos¢, ktora byla spodziewana oraz, wg instrukcji
producenta, oznaczala wysoka wydajnos¢ infekcji. Na pierwszych etapach
reprogramowania doszlo do charakterystycznej zmiany morfologii keratynocytow.
Komorki zaczelty znacznie $cislej do siebie przylegac i zyskiwa¢ fenotyp epitelialny.
Zjawisko to =zostalo juz wczesSniej opisane [116]. Pokazano, ze w trakcie
reprogramowania komorek somatycznych do komoérek iPS zachodzi przejscie
mezenchymalno-epitelialne (ang. mesenchymal-to-epithelial transition, MET), w
ktérym dochodzi do aktywacji programu epitelialnego w komorce. Charakterystyczna
zmiana morfologii jest znacznie bardziej widoczna w przypadku reprogramowania
fibroblastow — komorek o fenotypie mezenchymalnym. Na poziomie transkrypcyjnym
czynniki Sox2 1 Oct3/4 hamuja mediator odwrotnego przejscia - epitelialno-
mezenchymalnego (ang. epithelial-to-mesenchymal transition, EMT) - Snail. Z kolei c-
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Myc obniza ekspresje receptorow TGF-B1 i TGF-f2, a KIf4 indukuje ekspresje genow
epitelialnych, takich jak gen E-kadheryny. Pokazano takze, ze zablokowanie przejscia
MET hamuje reprogramowanie fibroblastow, a zablokowanie procesu przeciwstawnego
— EMT - umozliwia reprogramowanie bez udzialu Klif4 i c-Myc [116]. Poczynione
obserwacje sg wiec zgodne z procesami opisanymi w literaturze.

W trakcie reprogramowania pojawily si¢ takze nie w pelni reprogramowane
komorki, ktore do$¢ szybko degenerowaly. Komorki takie pojawily sie takze w
przypadku nieudanego reprogramowania z uzyciem samodzielnie wyprodukowanych
wektoréw wirusowych. Wysoce prawdopodobne jest, iz byty to tzw. komorki pre-iPS
[117], ktore mimo morfologii podobnej do komorek iPS nie posiadajg niektorych ich
cech — m.in. stabilnej, endogennej ekspresji genow czynnikow Oct3/4 i Nanog,
epigenetycznej reaktywacji chromosomu X ani zdolno$ci do tworzenia chimer. Nie sg
wiec w pelni komorkami pluripotencjalnymi. Do osiggnigcia petni pluripotencji (z ang.
tzw. ground-state pluripotency) charakterystycznej dla komodrek embrionalnych
potrzebne jest pelne reprogramowanie i przejscie komorek ze stanu pre-iPS do iPS.
Niektore zwiagzki - takie jak witamina C [118], drobnoczasteczkowe inhibitory kinazy
aktywowanej mitogenami [117] czy uzyty w tej pracy maslan sodu bedacy inhibitorem
deacetylaz histonow [42] — zwickszaja wydajno$¢ reprogramowania sprzyjajac
przejsciu komoérek pre-iPS do stanu iPS. Dlatego brak maslanu, oprocz zbyt niskiego
MOI przy infekcji, mogt by¢ drugim powodem nieskutecznosci reprogramowania z
uzyciem samodzielnie wyprodukowanych wektoréw wirusowych. Pojawienie si¢ nie w
pelni reprogramowanych komoérek jest spojne z doniesieniami literaturowymi [116],
[117], [118].

Do uzyskania linii komorek kiPS uzyto wektorow stworzonych na bazie wirusa
Sendai. Wirus ten nie integruje swojego genomu do komorki gospodarza [119], co jest
jego znaczng przewaga na innymi, wirusowymi metodami reprogramowania. Ponadto,
jego uzycie pozwala na uzyskanie komoérek iPS catkowicie wolnych od wiruséw gdyz,
mimo iz wirus Sendai replikuje si¢ w zainfekowanych komodrkach, mozna go z nich
skutecznie wyeliminowaé poprzez seryjne pasaze komorek i/lub inaktywacje cieplng -
hodujac reprogramowane komorki przez 5 dni w temperaturze 38 lub 39°C [instrukcja
firmy Lifetechnologies]. Ponadto, wirus Sendai jest niepatogenny, co takze jest nie bez
znaczenia w kontekécie potencjalnego uzycia uzyskanych komoérek w  terapii

regeneracyjnej. Wsrdéd wszystkich metod reprogramowania komorek, ktore nie
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pozostawiaja w komoérce $ladu integracji uzycie wirusa Sendai wydaje si¢ by¢
najbardziej ekonomiczne oraz najprostsze technicznie [61]. Kolejng zaleta uzytego
podejscia jest wysoka wydajno$¢ reprogramowania z uzyciem wirusa Sendai. Dane
literaturowe donosza o wydajnosci sigegajacej 1% w przypadku reprogramowania
fibroblastow [48]. Co cickawe, takg samg wydajno$¢ uzyskano dla reprogramowania
keratynocytow za pomoca wektorow onko-retrowirusowych [114]. Sa to wartosci 100-
krotnie wyzsze od poczatkowo opisywanych wydajnosci reprogramowania. W
niniejszej pracy uzyskano komorki iPS reprogramujac keratynocyty za pomoca wirusa
Sendai, w obecnosci maslanu sodu z wydajnoscig wynoszaca ok. 0,01%. Jest to wartos¢
ok. 100-krotnie nizsza od oczekiwanej na podstawie doniesien literaturowych. Niemniej
jednak brak konkretnych protokotdw dotyczacych infekcji keratynocytdw wirusem
Sendai moégl spowodowa¢ uzycie nieoptymalnego schematu reprogramowania oraz
zawyzenie oczekiwanej wydajnosci. Ponadto, uzyte zostaly keratynocyty po 2. pasazu
od izolacji. Moglo to spowodowac¢ ich cze$ciowe zrdznicowanie i tym samym utrudnié
ich reprogramowanie. Wreszcie, w niniejszej pracy jako warstwy odzywczej uzyto
komorek MEF wyizolowanych z myszy szczepu CD1. Komorki te moga nie by¢ w
stanie zapewni¢ optymalnych warunkéw reprogramowania. W wigkszosci prac
dotyczacych  reprogramowania komorek autorzy uzywaja komoérek MEF
wyizolowanych z myszy szczepu CF1, ktore lepiej stymuluja reprogramowanie
(informacje od dr Danuty Jarochy, komunikacja ustna) ze wzgledu na wyzsza produkcje
aktywiny A, ktora podtrzymuje niezréoznicowany stan komorek macierzystych poprzez
wzrost ekspresji genéw OCT3/4, SOX 2 i NANOG [120], [121]. Wszystkie wymienione
czynniki moglty mie¢ wptyw na wydajnos¢ reprogramowania nizsza od oczekiwanej na
podstawie analizy literatury.

Mimo wszystko, uzyskano linie indukowanych pluripotencjalnych komorek
macierzystych uzyskanych przez reprogramowanie z uzyciem wirusa Sendai ludzkich
keratynocytow wyizolowanych z wyrwanego wlosa z wystarczajagcg wydajnoscia.
Uzyskane komorki posiadatly bardzo charakterystyczng morfologie, ktora pordwnano z
wieloma pozycjami literaturowymi opisujacymi uzyskiwanie komoérek iPS. Posiadaty
rowniez ekspresje alkalicznej fosfatazy oraz antygenéw powierzchniowych
charakterystycznych dla komorek pluripotencjalnych (SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60,
TRA-1-81) na poziomie biatka. Wszystkie analizowane linie posiadaty zblizona,

wysoka ekspresj¢ wymienionych antygenow, a w obrgbie linii praktycznie wszystkie
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komorki okazaly si¢ by¢ pozytywne pod wzglgdem badanych antygenow. Uzyskane
dane sg zgodne ze wszystkimi analizowanymi doniesieniami literaturowymi na temat

charakterystyki komorek iPS.

5.3 Charakterystyka komorek piPS

Glownym celem niniejszej pracy bylo okreslenie przydatnosci neurondéw
dopaminergicznych otrzymanych przez roznicowanie in vitro indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych. Jak pokazano w poprzednim podrozdziale
uzyskiwanie komorek iPS z komorek somatycznych to proces niezwykle ztozony,
dlugotrwaty oraz wrazliwy na warunki wielu etapéw przejsciowych. W toku
wykonywania niniejszej pracy udato si¢ zoptymalizowaé wigkszo$¢ z nich — od
wydajnego uzyskiwania komorek somatycznych w sposéb minimalnie inwazyjny od
zdrowych dawcow 1 pacjentow, przez produkcje wektorow wirusowych i infekcje
komorek docelowych do hodowli 1 wyprowadzania linii komoérek iPS. Jednak ze
wzgledow na ograniczenia czasowe projektu koniecznym bylo jednoczesne
opracowanie wielu metod zwigzanych z hodowla, charakterystyka oraz roznicowaniem
indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych. W tym celu zakupiono linig
komorek piPS uzyskang za pomoca wprowadzania biatek czynnikow transkrypcyjnych
bezposrednio do reprogramowanej komorki [System Biosciences], [58]. Komorki piPS
postuzyly nie tylko do optymalizacji wielu metod oraz jako pozytywna kontrola w
do$wiadczeniach charakteryzujacych otrzymane komorki kiPS oraz PD-1PS, ale takze to
komorki piPS réznicowano za pomocg opisanych protokotdéw do neuronow
dopaminergicznych.

Cho¢ linia komorek piPS zostata juz jednoznacznie scharakteryzowana przez
producenta (firme¢ System Biosciences) oraz jej tworcow [58] to przeprowadzono na
niej szereg doswiadczen, nie tyle w celu potwierdzenia jej potencjatu, ile w celu
optymalizacji metod do tego sluzacych. Do tych zadan wybrano wtasnie lini¢ piPS
poniewaz wolna jest ona od integracji wirusowej, co gwarantuje jej stabilnos¢
genetyczng. Ponadto zastosowana biatkowa metoda reprogramowania sprawia, ze
uzyskane nig komorki iPS sg najbezpieczniejsze pod katem potencjalnego zastosowania

klinicznego.
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Oprocz charakterystycznej morfologii (zgodnej z wygladem komorek w pracy
zrédtowej)  komorki  piPS  charakteryzowaly  si¢  ekspresja = markerow
charakterystycznych dla komoérek pluripotencjalnych — genéw OCT3/4, KLF4, C-MYC,
NANOG oraz genu telomerazy - na poziomic RNA oraz obecno$cig antygendéw
powierzchniowych SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 na poziomie biatka. W
przypadku niektorych z tych antygendw, odsetki komoérek pozytywnych sg dos¢ dalekie
od 100%. Fakt ten najprawdopodobniej spowodowany jest obecnoscia w populacji
komorek analizowanych komorek warstwy odzywczej (pomimo prob ich wykluczenia
przy bramkowaniu komoérek w trakcie analizy cytometrycznej). Ponadto poszczegdlne
linie komorek iPS moga si¢ migdzy sobg r6zni¢ poziomem ekspresji niektorych gendw
[73]. Komorki piPS posiadaty takze ekspresje funkcjonalnej alkalicznej fosfatazy.
Wszystkie te cechy potwierdzaja tozsamos¢ komoérek piPS jako pluripotencjalnych.
Wykonane na komodrkach piPS doswiadczenia pozwolily zoptymalizowaé warunki
hodowli, pasazu, mrozenia i rozmrazania komorek iPS, ale takze metody okreslania
ekspresji alkalicznej fosfatazy, RT-PCR, barwienia immunofluorescencyjnego oraz
analizy cytometrycznej.

Na komorkach piPS podjeto takze pierwsze proby roznicowania. Jako pierwszy
typ komorek docelowych do rdéznicowania wybrano kardiomiocyty. Wybdr ten
podyktowany byl prostota ich identyfikacji polegajacej na obserwacji spontanicznych
skurczow in vitro. W wyniku réznicowania komorek piPS uzyskano funkcjonalne
kardiomiocyty, cho¢ z niska wydajnoscig. Te¢ ostatnig tlumaczy si¢ faktem uzycia w
medium rdéznicujgcym surowicy, ktéra nie byta testowana pod katem réznicowania w
kierunku komorek serca, a ktora jest zalecana w zrodtowych protokotach réznicowania
[106].

W celu opracowania najsilniejszej metody potwierdzajacej pluripotencjalno$¢
ludzkich komorek — testu tworzenia teratom [71] - ktora jest niezbedna w celu
jednoznacznego potwierdzenia pelnego reprogramowania komorki somatycznej -
komorki piPS wszczepiono podskérnie myszom z upo$ledzong odpornoscia.
Wyizolowane po ok. 3 miesigcach teratomy posiadaty bardzo charakterystyczng
budowe zawierajaca komorki roznych typow. Byt to potworniak, ktory stuzyl jako
modelowy obraz przy kolejnych analizach pluripotencjalno$ci komorek.

Zakupione komorki piPS postuzyly do optymalizacji wielu niezbednych w
dalszych etapach pracy metod (zwigzanych z hodowla oraz charakterystyka komorek
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IPS). Zostaly takze uzyte do opracowania protokotéw réznicowania indukowanych

pluripotencjalnych komorek macierzystych do neuronéw dopaminergicznych.

5.4 Roznicowanie komorek piPS do neuronow dopaminergicznych

Kolejnym krokiem w opracowywaniu potencjalnej komorkowej terapii chordb
neurodegeneracyjnych, po uzyskaniu specyficznych dla danego pacjenta komorek iPS,
jest ich réznicowanie do efektorowych komorek somatycznych, ktére zostang uzyte w
celu regeneracji. W przypadku choroby Parkinsona komoérkami takimi sg neurony
dopaminergiczne ulegajace degeneracji w toku rozwoju choroby. W literaturze
dotyczacej roznicowania komorek pluripotencjalnych do neurondéw produkujacych
dopaming wyr6znia si¢ dwa gléwne trendy dotyczace indukcji réznicowania komoérek
iPS: poprzez hodowlg komorek iPS na warstwie odzywczej z komoérek podscieliska (np.
linii PAG6 lub MS5) [122] oraz poprzez etap ciatek embrioidalnych EB hodowanych w
zawiesinie [98].

Warto nadmieni¢, ze wigkszos¢ z dostepnych w literaturze protokotow
roznicowania jest wspolna dla komoérek ESC oraz 1PS, jako Ze dzielag one wiele cech.
Opisane typy protokotow po raz pierwszy zostaly uzyte do rdéznicowania mysich
embrionalnych komoérek macierzystych, a na przestrzeni lat byly rozwijane i
modyfikowane przez wielu badaczy. Wydajnos$¢ rdéznicowania jest zalezna od uzytego
protokotu 1 zwykle niewielka.

Wsrod metod zwigkszajacych wydajnos¢ réznicowania komoérek do neurondéw
dopaminergicznych wymienia si¢ modyfikacje genetyczne komorek pluripotencjalnych
(np. wprowadzajace ekspresje genu NURR1 [123]) badZ inhibicje¢ niektorych szlakow
sygnatowych. Modyfikacja genetyczna komorek przeznaczonych do rdznicowania
wydaje si¢ by¢ mato atrakcyjng propozycja poniewaz: 1) tylko nieznacznie podnosi
wydajno$¢ rdéznicowania, 2) jest skrajnie niefizjologiczna, 3) ingeruje w genom
komorki wprowadzajac przeszkode w ich zastosowaniu klinicznym, ktérg probuje sig
obejs¢ stosujac nowoczesne, bezpieczne techniki reprogramowania komorek
somatycznych. Znacznie lepsza opcja zwigkszajaca czystos¢ uzyskanych komorek jest
wysortowanie zréznicowanych komorek pod katem ekspresji markera docelowych
komorek somatycznych [95] (np. sort komoérek TH-pozytywnych w przypadku

neuronéw dopaminergicznych) lub przejsciowa inhibicja szlakéw sygnatowych.
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Przyktadem tego drugiego podejscia moze by¢ zahamowanie szlaku sygnatlowego BMP
(ang. Bone Morphogenetic Protein) z uzyciem inhibitora Noggin oraz szlaku
sygnatowego TGFp z uzyciem inhibitora SB43154 [107] uzyte w protokole III.

Ze wzgledu na prostote oraz brak dostepu do linii komorek podscieliska w pracy
tej skupiono si¢ na protokotach polegajacych na indukcji réznicowania komoérek iPS
poprzez etap cialek embrioidalnych rosngcych w zawiesinie (protokoty I i II) lub
poprzez podwojng inhibicje szlaku SMAD (protokot III), zgodnie z protokotem

opisanym w literaturze [107].

5.4.1 Protokol I

Najprostszy technicznie oraz najmniej kosztowny okazat si¢ protokot
réznicowania I. Opracowano go na postawie danych literaturowych [98], gdzie zostat
uzyty do roznicowania embrionalnych komodrek macierzystych do neuronow
brzusznego srodmoézgowia — neuronéw dopaminergicznych oraz serotoninergicznych.
Kolejne kroki réznicowania komorek odtworzono uzyskujac komorki o morfologii
charakterystycznej dla danego etapu. Niestety, autorzy cytowanej pracy nie zamiescili
mikrofotografii komoérek uzyskanych na poszczegdlnych etapach réznicowania, dlatego
morfologi¢ uzyskanych komoérek poréwnano z fotografiami obecnymi w innej pracy, w
ktorej uzyto modyfikacji opisanego protokotu [97]. Wyglad uzyskanych komorek na
poszczegbdlnych etapach réznicowania byt bardzo zblizony do danych obecnych w tej
pracy. Najbardziej charakterystyczna oraz podobna okazala si¢ morfologia
wyselekcjonowanych w bezsurowiczym medium progenitoréw neuronalnych przed oraz
po ekspansji. Duzym zaskoczeniem okazata si¢ produkcja melaniny przez réznicowane
w wysokiej gestosci komorki, dyskutowana w dalszej czesci tego rozdziatu.

Uzyskane na poszczeg6lnych etapach roznicowania komorki r6znig si¢ ekspresja
konkretnych markerow na poziomie RNA. W toku réznicowania pojawia si¢ lub
wzrasta ekspresja genow markerow neuronalnych — biatka Nurrl oraz hydroksylazy
tyrozyny (TH). Wyrdznicowane komorki posiadajg takze ekspresje innych markerow
neuronalnych — tubuliny B 1ll charakterystycznej dla neuronéw (TUJ-1), transportera
dopaminy DAT oraz bialka filamentow posrednich charakterystycznych dla neuronéw i

neuronalnych komoérek macierzystych — nestyny [124]. Ekspresj¢ tych markeré6w na
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wczesniejszych etapach réznicowania, w tym w komorkach piPS, tlumaczy sie¢
otwarto$cia transkrypcyjna niezréznicowanych komorek, w ktérych dochodzi¢ moze do
ekspresji wielu genéw na poziomie RNA. Obserwacja taka jest obecna rowniez w
literaturze — autorzy pokazuja ekspresje nestyny w komorkach ESC [98], hydroksylazy
tyrozynowej oraz Nurrl w prekursorach neuronalnych [125] lub wcale nie analizuja
ekspresji genow charakterystycznych dla neuronéw na poziomie RNA na poczatkowych
etapach réznicowania [126].

Ekspresja gendéw charakterystycznych dla komorek pluripotencjalnych —
OCT3/4, NANOG, telomerazy, wyraznie spada w trakcie roznicowania. Jedynie
ekspresja genu C-MYC jest obecna w czasie catego procesu roznicowania. Nie jest to
jednak zaskoczenie, gdyz jest on odpowiedzialny za proliferacj¢ komorek, a wielu
autorow donosi o trudno$ciach w jego wyciszaniu w trakcie roznicowania. Co ciekawe,
na etapie ekspansji wyselekcjonowanych progenitorow neuronalnych dochodzi do re-
ekspresji genow OCT3/4, NANOG oraz genu telomerazy. Fakt ten tlumaczy sie¢
stymulacjg komorek na tym etapie roznicowania za pomocg silnych mitogenow — FGF8
oraz bFGF, wplywajacych m.in. na ekspresj¢ gendow odpowiedzialnych za
pluripotencjalnos¢ komorek, w tym OCT3/4 [127].

Réwniez na poziomie biatka wyrdznicowane komoérki posiadajg ekspresje
charakterystycznych markerow neuronalnych - tubuliny B Ill charakterystycznej dla
neuroné6w oraz hydroksylazy tyrozyny . Ekspresja TUJ-1, TH oraz transportera
dopaminy DAT na poziomie RNA to najwazniejsze obserwacje zwigzane z analizg
ekspresji genow zroznicowanych komorek, gdyz dowodza one skutecznoS$ci
roOznicowania, a tym samym obecnosci neurondow dopaminergicznych wsrod
uzyskanych komorek.

Wyrdznicowane komorki produkuja takze dopaming, co zostalo jednoznacznie
potwierdzone trzema niezaleznymi metodami — barwieniem immunocytochemicznym,
analizag chromatograficzng (na 2 niezaleznych chromatografach) oraz spektroskopia
masowg. Jest to niezwykle wazna obserwacja, gdyz produkcja dopaminy przez
uzyskane komorki jednoznacznie dowodzi ich dopaminergicznej tozsamosci, zwlaszcza,
ze dopamina obecna byla w kondycjonowanym medium na poziomie podobnym do
opisanego w pracy zrodlowej [98] — w stezeniu rzedu 10 pg/ml. Pojawiala si¢ w
podobnym do opisanego czasie — ok. 6 dnia terminalnego réznicowania. Ponadto, w

medium znad komoérek w kolejnych dniach réznicowania zidentyfikowano réwniez
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DOPAC (wynikéw nie zamieszczono) — metabolit dopaminy powstaly jako produkt
reakcji MAO obecnej w neuronach dopaminergicznych i/lub astrocytach. W
kondycjonowanym medium nie zidentyfikowano noradrenaliny, ani serotniny, co
swiadczy o braku neurondéw noradrenergicznych oraz serotoninergicznych wsrod
wyroznicowanych komorek.

W uzyskanej heterogennej populacji zréznicowanych komorek obecne sg takze
GFAP-pozytywne astrocyty, co sprawia, ze obecnos¢ w kondycjonowanym medium
metabolitu dopaminy DOPAC jest uzasadniona. Powstawanie astrocytow w takcie
réznicowania komorek pluripotencjalnych do neuronéw dopaminergicznych zostato
opisane [126]. Zagadnienie heterogennosci uzyskanej populacji komoérek podjeto w

dalszej czesci dyskusji.

W  zZrodlowej pracy [98] autorzy otrzymali ok. 70% komoérek TUJ-1-
pozytywnych (komoérek neuronalnych), z ktorych ok. 7% byto TH-pozytywnych
(neurony dopaminergiczne). Daje to czysto$¢ réznicowania na poziomie ok. 5%
wszystkich komorek. W niniejszej pracy uzywajac protokotu I uzyskano komorki
dopaminergiczne z nizszg wydajnoscia, szacowang na ok. 1%. Powodem nizszej niz
opisana w literaturze wydajnosci jest nieznacznie odmienny sktad mediow
réznicujacych. Autorzy cytowanej pracy pokazali, ze stymulacja roznicujacych
komorek na etapie ekspansji progenitor6w neuronalnych za pomoca czynnika Sonic
hedgehog (SHH) oraz czynnika wzrostowego FGF8 zwigksza wydajnos¢ réznicowania
komorek do neurondw dopaminergicznych ponad dwukrotnie. Uzycie tylko jednego z
tych czynnikow powodowatl znaczacy spadek wydajnosci réznicowania, sugerujac ich
synergistyczny efekt. Sygnaty te stymulujg fizjologiczne réznicowanie komorek do
neuronow dopaminergicznych w toku rozwoju organizmu [128], [129]. Ze wzglgdu na
wysoki koszt Sonic hedgehog zostat pominigty w protokole I. Druga réznica w stosunku
do protokotu zrodtowego to uzycie komorek iPS zamiast ESC, ktore cho¢ niezwykle
podobne, moga rézni¢ si¢ w podatnosci na réznicowanie [130]. Pozostate czynniki
wywotujace terminalne réznicowanie komorek do neurondéw dopaminergicznych, a
wiec wycofanie czynnikow wzrostowych bFGF 1 FGFS, obecnos$¢ dibutyrylo-CAMP
[131], kwasu askorbinowego [132] oraz optaszczenie szalki lamiminig i poliornityng

[133] zostaly uwzglednione w terminalnym réznicowaniu. Opisane zamiany w
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zastosowanym protokole moglty mie¢ wplyw na obnizenie wydajnosci rdéznicowania

komorek do neuronéw dopaminergicznych w stosunku do danych literaturowych.

Podsumowujac, stosujgc protokot 1 uzyskano neurony dopaminergiczne z
wydajno$cig nizszg od opisanej w literaturze. Produkowaly one dopaming w stgzeniu
podobnym do opisanego, oznaczalnym zar6wno immunocytochemicznie jak i1 za
pomocg HPLC. Jednak wydajno$¢ roéznicowania przy zastosowaniu opisanego
protokolu wydaje si¢ by¢ dos¢ niska, zwlaszcza gdy zachodzi konieczno$¢ uzyskania
duzych ilo$ci komorek zréznicowanych w celu ich wysortowania i transplantacji. W
literaturze  istnieje  wiele protokoldow  opisujacych  uzyskiwanie = komorek
dopaminergicznych ze znacznie wyzszg wydajnoscia — siegajacg nawet kilkudziesigciu
procent [91]. Czg¢é¢ z nich zaktada indukcje réznicowania na komoérkach podscieliska
[125], modyfikacje genetyczng komoérek wyjsciowych [134], uzycie zmodyfikowanych
genetycznie w celu nad-ekspresji czynnikéw stymulujacych réznicowanie (np. SHH)
komorek  podscieliska  [135] lub  uwzglednienie w  medium  pewnych
drobnoczasteczkowych zwigzkow zwigkszajacych wydajnos¢ roznicowania [95], [136].
W kolejnym kroku podjeto probe zwiekszenia wydajnosci réznicowania, wlasnie

poprzez modyfikacje sktadu medidw roéznicujgcych.

5.4.2 Protokotl 11

Protokot II powstal jako wzbogacona wersja protokotu I. Kolejne etapy

roznicowania oraz zwigzane z nimi procedury sg wspolne. Komoérki uzyskane na
wszystkich (z wyjatkiem terminalnego) etapach réznicowania z uzyciem protokotu II
przypominaty morfologia odpowiednie komorki uzyskane za pomocg protokotu I.
W protokole Il zastosowano media réznicujace wzbogacone o substancje, o ktorych
wiadomo, iz stymuluja roznicowanie do neurondéw dopaminergicznych. Ich uzycie
sugerowaly liczne doniesienia literaturowe, w ktorych autorzy uzywali rozmaitych
protokoldéw roznicowania uwzgledniajacych nizej wymienione substancje.

Na etapie selekcji oraz ekspansji progenitor6w neuronalnych komorki poddano
inhibicji szlaku sygnalowego TGF[ z uzyciem inhibitora SB43154, ktory powoduje
obnizenie ekspresji OCT3/4, oraz stymuluje ekspresj¢ nestyny oraz innych markerow

neuroektodermy, tym samym inicjujgc réznicowanie komorek macierzystych [137]. W
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kolejnych etapach — ekspansji progenitor6w oraz terminalnego r6znicowania
zastosowano purmorfaming - agoniste szlaku SHH, ktory jest uzywany jako znacznie
tanszy substytut Sonic hedgehog. Szlak SHH odpowiada za prawidlowy rozwoj
przestrzenny uktadu nerwowego [138]. Na etapie ekspansji progenitoréw zastosowano
zarowno FGF8 jak i1 agoniste szlaku SHH, co zwigksza wydajno$¢ formowania
neuronéw dopaminergicznych.

Na etapie terminalnego réznicowania medium uzyte w protokole I wzbogacono
o substancje neurotroficzne, ktoére zwigkszaja wydajnos¢ rdznicowania w neurony
dopaminergiczne: BDNF, GDNF i TGFB3 [125], a takze o inhibitor Noggin hamujacy
szlak sygnatlowy BMP, ktérego pobudzenie prowadzi do powstawania komorek
trofoektodermy [107].

W wyniku terminalnego ro6znicowania otrzymano homogenng populacje
komoérek o morfologii do$¢ nietypowej dla neuronéw — o dos¢ krotkich wypustkach,
ktore ponadto szybko obumieraly w hodowli. Posiadaty one jednak ekspresj¢ markerow
neuronéw dopaminergicznych — Tuj-1 oraz TH - na poziomie bialka, produkowaly
rowniez dopamine. Ze wzgledu na niewielka ilo$¢ uzyskanych komoérek, nie
zanalizowano ich ekspresji genow na poziomie RNA (niewystarczajaca ilos¢ materiatu
do izolacji RNA).

Wydaje sie, ze protokot II prowadzi do uzyskania czystszej, oraz bardziej] homogenne;j
populacji komorek dopaminergicznych niz protokét 1. Cigzko oceni¢ wydajnosée
réznicowania za pomocag protokolu II, gdyz dostarcza on komodrek szybko
obumierajacych w czasie hodowli in vitro. Prawdopodobng przyczyna takiego stanu
rzeczy byla mato wydajna indukcja réznicowania w kierunku neuronalnym, gdyz
zastosowano podejscie z uzyciem etapu cialek embrioidalnych, a nie na warstwie
odzywczej z komorek podscieliska, jak w pracy zroédlowej, z ktorej zaczerpnigto sktad
medium do terminalnego réznicowania [125]. Ponadto, ze wzgledu na ograniczenia
finansowe projektu, nie zastosowano podwdjnej inhibicji szlaku sygnalowego SMAD
(sygnalowania od receptora TGFP za pomoca inhibiotra SB43154 oraz od szlaku
sygnatowego BMP z uzyciem inhibitora Noggin), a jedynie pojedyncza, co mogto
wplywa¢ na wydajno$¢ inicjacji roznicowania. W efekcie powstata niewielka ilos¢

komorek, ktora przezyla etap terminalnego réznicowania.
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Podsumowujac, protokot II dostarcza homogennych zréznicowanych komorek z
wysoka czystoscia, jednak w matych ilosciach 1 o niskiej zywotnosci. Jest ponadto
kosztowny. Powoduje to, ze uzyskane komorki raczej nie nadajg si¢ do eksperymentow
zwigzanych z transplantacjami komorek do zwierzecych modeli choréb. Dlatego w
dalszych doswiadczeniach nie badano komorek uzyskanych za pomoca protokotu II,

skupiajac si¢ na protokotach Ii III.

5.4.3 Protokol 111

Protokot 111 bazuje na strategii podwojnej inhibicji szlaku sygnatowego SMAD.

Szlak BMP zablokowano inhibitorem Noggin, szlak sygnatowania od receptora TGF[3
za pomocg inhibiotra SB43154. Obie te $ciezki prowadza do aktywacji $ciezki SMAD,
ktora bierze udziat w podtrzymaniu niezroznicowanego stanu komorek macierzystych.
Sygnatl od receptora TGFP podtrzymuje ekspresje genow NANOG, OCT3/4 i SOX2
[139]. Z kolei sygnat od BMP powoduje réznicowanie komorek w kierunku trofoblastu,
endo- oraz mezodermy [140]. Stad generalnie, inhibicja szlaku SMAD zwigksza
wydajnos¢ indukcji neuronalnej [137], [141]. Uzycie obu inhibitorow SMAD jest
konieczne do indukcji neuronalnej in vitro w warunkach adherentnych.
Uzyty protokot zostal zaczerpnigty z literatury [107]. Jego zaleta jest praca w
warunkach w pelni zdefiniowanych — bez warstwy odzywcze] czy heterogenne]
populacji komoérek obecnych w ciatkach embrioidalnych, a takze krotki czas potrzebny
do wyroznicowania komorek.

Po etapie indukcji neuronalnej w warunkach adherentnych otrzymane komorki
ektodermy przesiano na szalki oplaszczone matrizelem w celu ich terminalnego
réznicowania do neuronéw dopaminergicznych w mediach zawierajacych FGF8,
purmorfaming oraz znane czynniki indukujgce = powstawanie = neuronow
dopaminergicznych — BDNF, GDNF, TGFp3, dibutyrylo-cAMP i kwas askorbinowy.

Uzyskane wyniki sg zgodne z opisanymi w literaturze zrodtowej [107]. Etap
indukcji neuronalnej doprowadzil do charakterystycznego obrazu pogrubionej
ektodermy. Komorki uzyskane na tym etapie charakteryzowaty si¢ ekspresjg markerow

neuronalnych na poziomie RNA — nestyny oraz bialka Nurrl, ale takze markerow
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neuronéw dopaminergicznych — TH oraz DAT. Obserwacja ta dowodzi wydajnej
indukcji neuronalnej. Ekspresja TH oraz DAT na poziomie RNA sugeruje, ze w
otrzymanej warstwie ektodermy rozpoczyna si¢ réznicowanie komoérek w kierunku
neuronéw dopaminergicznych. Obserwacja ta jest zgodna z danymi literaturowymi,
gdzie autorzy pokazywali ekspresj¢ markerow neuronéw dopaminergicznych na
poziomie biatka przed rozpoczeciem terminalnego réznicowania.

W  wyniku terminalnego roznicowania uzyskano heterogenng populacje
komorek, w ktorej obecne byty komoérki o charakterystycznej morfologii neuronalne;j
(komoérki o niezwykle dlugich wypustkach), ale takze komorki wypeione czarnym
pigmentem. Na poziomie RNA uzyskane komoérki posiadaty ekspresje wszystkich
wyzej wymienionych markerdéw, ale co wazniejsze uzyskano bardzo wysoki odsetek
komorek wykazujacych ekspresj¢ TUJ-1 na poziomie biatka, co sugeruje skuteczne
réznicowanie neuronalne. Pomimo tego, jedynie niewielki odsetek komorek TUJ-1-
pozytywnych okazal si¢ komorkami TH-pozytywnymi. Jest to obserwacja zgodna z
doniesieniami literaturowymi, gdzie roéwniez niewielka cze$¢ wszystkich uzyskanych
neuronéw okazata si¢ by¢ neuronami dopaminergicznymi (autorzy nie prezentuja
wydajnosci réznicowania). Co jednak istotne, uzyskane komoérki produkowaty
dopamine w stezeniu wykrywalnym za pomocg barwienia immunocytochemicznego.
Jest to bardzo wazna obserwacja potwierdzajaca uzyskanie neuronow
dopaminergicznych przy uzyciu protokotu IIl. Dopamina, podobnie, jak w przypadku
zastosowania pozostatych protokoléw roznicowania, obecna byla we wszystkich
powstalych komorkach, co sugeruje, ze produkujgce dopaming (TH-pozytywne)
komorki wydzielaja ja do medium, skad nastepnie jest importowana do komoérek innego
typu.

Uzyskane przy zastosowaniu protokotu III wyniki sg zgodne z danymi
dostepnymi w literaturze zrodtowej. Jedyng modyfikacjg byto zastgpienie SHH jego
tanszym substytem — purmorfaming. Substytucja ta nie powinna mie¢ wpltywu na
uzyskane wyniki, gdyz stezenie substytutu dobrano zgodnie z literaturg sugerujaca taka
substytucje [138].

Ciekawg obserwacja byto uzyskanie komorek produkujgcych czarny pigment w
wyniku terminalnego rdéznicowania. Wyniki te przedyskutowano w kolejnym

podrozdziale.
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Podsumowujac, protokoét 111 jest wydajna, prosta i szybka metoda otrzymywania
neurondéw dopaminergicznych poprzez réznicowanie indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych in vitro. Dostarcza on neuronéow dopaminergicznych w duzych
ilosciach (w stosunku do ilo$ci uzytych do réoznicowania komorek iPS), co sprawia, ze
moze on by¢ przydatny w uzyskiwaniu komoérek dopaminergicznych do eksperymentow
zwigzanych z ksenotransplantacjami w celu wywotania efektu terapeutycznego w
zwierzecym modelu choroby Parkinsona. Mimo swoich zalet jest on jednak stosunkowo
kosztowny oraz dos¢ skomplikowany technicznie. Dlatego w tej pracy, w
eksperymentach transplantacyjnych uzyto komorek uzyskanych protokotem I, ktéry
dostarcza komorek dopaminergicznych, z nieco nizsza wydajnoscia, jednak znacznie

nizszym kosztem.

5.4.4 Alternatywa dla réznicowania komorek iPS in vitro

Ciekawa alternatywa dla uzyskiwania neurondéw dopaminergicznych przez
roznicowanie indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych in vitro jest
bezposrednia konwersja komorek somatycznych do pozadanych komoérek efektorowych
in vivo. Procedura ta oparta jest na metodzie konwersji jednego typu komorki
somatycznej w inny pod wpltywem wprowadzenia egzogennych czynnikoéw. Po raz
pierwszy tego typu do$wiadczenia opisano juz w 1987 roku, kiedy to przeprowadzono
konwersje fibroblastow do komoérek migsniowych in vitro wprowadzajac jedynie jeden
transgen — gen czynnika transkrypcyjnego MyoD [142]. Strategi¢ taka mozna z
powodzeniem zastosowa¢ rOwniez in  VIVO bezposrednio reprogramujac np.
miofibroblasty serca do funkcjonalnych kardiomiocytow [143], ktore sa w stanie
wyleczy¢ blizng pozawalowa. Z kolei bezposrednia konwersja astocytow do neuronow
dopaminergicznych dostarcza tych ostatnich bezposrednio w uszkodzonym moézgu
[144]. Wielka zaletg takiego podejscia jest uzyskiwanie reprogramowanych komorek in
situ — bezposrednio w miejscu, gdzie dokona¢ majg one regeneracji. Taka konwersja
moze okaza¢ si¢ bardzo wydajna oraz moze dostarcza¢ komodrek niezwykle zblizonych
fizjologicznie do komorek prawidlowych, poniewaz powstajg one w niszy docelowych

komorek somatycznych, ktéra moze zapewnia¢ czynniki faworyzujace powstawanie
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fizjologicznych komorek. Ponadto, bezposrednia konwersja nie wymaga etapu
réznicowania komorek pluripotencjalnych. Eliminuje to ryzyko nowotworzenia w
wyniku przeszczepienia komorek zanieczyszczonych niezréznicowanymi komorkami
pluripotencjalnymi. Z kolei duzym ograniczeniem opisanego podejscia jest
zastosowanie wektorow wirusowych w celu modyfikacji genetycznej komoérek i tym
samym ich konwersji. Oprocz ztozonosci technicznej (np. w przypadku konwersji
astrocytow do neuronow konieczne jest dostarczenie 11 gendow in vivo [144]) i
ograniczonej wydajnos$ci transdukcji in vivo, podejscie takie obcigzone jest ryzykiem
mutagenezy insercyjnej lub problemami z immunogenno$cig (w przypadku uzycia
adenowirusow). Niemniej jednak bezposrednia konwersja komoérek in vivo stanowi
interesujacg alternatywe dla przeszczepiania komorek docelowych uzyskanych poprzez

réznicowanie indukowanych pluripotencjalnych in vitro.

5.5 Analiza komorek produkujacych czarny pigment

W wyniku réznicowania komoérek piPS do neuronéw dopaminergicznych za
pomoca protokotow I 1 IIT uzyskano heterogenne populacje komorek, w ktorych oprocz
neurondéw dopaminergicznych obecne byly m.in. komorki produkujace czarny pigment.

Szereg autorow protokotdow neuronalnego réznicowania komoérek iPS opisuje,
uzyskanie niewielkiego odsetka pozadanych komorek docelowych, nie rozwodzac si¢
nad zagadnieniem tozsamo$ci pozostatych, powstatych w wyniku roéznicowania
komorek. W tej pracy, w wyniku zastosowania dwu niezaleznych protokotéw do
otrzymywania neuronéw  dopaminergicznych, oprocz komorek docelowych
niespodziewanie uzyskano takze komorki produkujace czarny pigment — melaning.
Zjawisko to okazalo si¢ by¢ powtarzalne oraz na tyle intrygujace, Zze zanalizowano je
doktadniej i1 sprobowano odpowiedzie¢ na pytanie: czym sg pozostale komorki,
niebedgce neuronami dopaminergicznymi, a powstajagce w wyniku rdéznicowania
komorek iPS za pomocg opisanych powyzej protokotow.

Czarny pigment obecny w wyrdznicowanych za pomoca protokotu I komoérkach
zostal jednoznacznie zidentyfikowany jako melanina za pomocg elektronowego

rezonansu  paramagnetycznego oraz barwienia  Fontany-Masona. Komorek
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produkujacych melaning przybywato w czasie terminalnego réznicowania oraz, co
wazniejsze, uzyskiwano ich znacznie wigcej gdy poczatkowa gesto$¢ wysiania komorek
byta wysoka (200 tys. komc')rek/cmz). Transmisyjna mikroskopia elektronowa komoérek
produkujacych melaning dostarczyta informacji na temat jej sub-komorkowej
lokalizacji. Melanina w uzyskanych komorkach zlokalizowana byta w organellach o
morfologii przypominajgcych typowe melanosomy na kolejnych stadiach rozwoju (I-
IV) [145] ale takze w postaci granul melaniny. Niezwykle interesujacy jest fakt, iz
autorzy pracy zrodtowej, z ktorej zaczerpnieto protokot I [98] nie opisuja pojawienia sie
upigmentowanych komorek. By¢ moze wynika to z wprowadzonych zmian w stosunku

do protokotu wyjsciowego.

Z kolei autorzy pracy, z ktorej zaczerpnigto protokot IIT [107] donosza o
powstaniu pewnego odsetka komodrek upigmentowanych, zaznaczaja jednak ze s3 to
komorki nie posiadajace ekspresji genu SOX10 bedacego markerem komorek grzebienia
nerwowego 1 sugeruja, iz prawdopodobnie jest to upigmentowany nabtonek siatkowki
(RPE), ktory jest czgstym zanieczyszczeniem uzyskiwanym przy réznicowaniu komorek
macierzystych do neuronéw dopaminergicznych [146]. Upigmentowane komorki
uzyskane w tej pracy, zarowno przy pomocy protokotu I jak 1 III, posiadajg kompletnie
odmienng morfologi¢ niz komodrki tworzace RPE. Z pewno$cig nie posiadaja cech
epitelium, ich morfologia jest raczej mezenchymalna. Dlatego hipoteze 0 uzyskaniu

komorek upigmentowanego nabtonka siatkowki zdecydowanie odrzucono.

Najbardziej oczywistym skojarzeniem z komoérkami produkujacymi melaning sa
melanocyty. Komorki pochodzace z grzebienia nerwowego ektodermy, ktore
odpowiedzialne sg za syntez¢ melaniny i przekazywanie jej do komoérek innych typow.
Posiadajg one jednak odmienng morfologi¢ od uzyskanych w tej pracy komoérek —
cechujg si¢ bardzo licznymi, cienkimi 1 dlugimi wypustkami, za pomocg ktorych
przekazuja melanine [147]. Ponadto, opisano protokoty uzyskiwania melanoctyow z
indukowanych pluripotencjalnych komodrek macierzystych oraz embrionalnych
komorek macierzystych [147]-[149]. Znacznie réznig si¢ one od zastosowanych
protokoléw neuronalnego réznicowania. W pracach tych cialka embrioidalne po 3
tygodniach hodowli wysiewano na szalki oplaszczone fibronektyng. Rowniez sktad

medium roznicujacego byt odmienny. Medium rdznicujace prowadzace do
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otrzymywania melanoctydw zawiera miedzy innymi: Wnt3a, cytoking SCF (ang. Stem
Cell Factor), endoteline 3, toksyne cholery, ester forbolu i deksametazon. Pokazuje to,
iz do réznicowania komodrek iPS do melanoctyow konieczna jest zupelnie inna
stymulacja niz zastosowana w uzytych protokotach do rdéznicowania neuronalnego.
Poniewaz jednak melanocyty majg pochodzenie znacznie blizsze komoérkom uktadu
nerwowego niz mogloby sie to wydawaé (wywodza si¢ z grzebienia nerwowego)
sprawdzono ekspresje genoOw charakterystycznych dla melanoctyéw, a zaangazowanych
w melanogeneze. Niespodziewanie, komorki produkujace pigment, uzyskane zarowno
protokotem I jak i III, posiadajg ekspresje wszystkich analizowanych genéw na
poziomie RNA. Ciekawa jest obserwacja, iz komorki prekursorowe uzyskane na
etapach posrednich w réznicowaniu za posrednictwem obu protokotow (komorki NPC
w przypadku protokotu I oraz komorki ektodermy w przypadku protokotu III) posiadaja
niemal identyczny profil ekspresji analizowanych genéw na poziomie RNA. To samo
tyczy si¢ komoérek terminalnie zréoznicowanych. Sugeruje to ich zblizong tozsamosc.
Jednak analizowane geny nie sa uwazane za jednoznaczne markery melanoctyow, a
raczej komorek produkujacych melaning [145]. Wszystkie analizowane czynniki
transkrypcyjne (MITF, SOX10, PAX3) reguluja ekspresje genow, ktorych produkty
zaangazowane s3 w melanogeneze¢ (s3 to np. enzymy biorgce udziat w syntezie
melaniny — tyrozynaza oraz zwigzane z nig biatko TRP1). Receptor c-kit obecny jest na
roéznych typach komoérek macierzystych [150]. Moze wigc by¢ on obecny na powstatych
komorkach prekursorowych. Dlatego uzyskane wyniki nie potwierdzaja jednoznacznie
obecnosci melanocytow ~ wsréd  wyrdéznicowanych  komorek. Réwniez
immunocytochemiczne wybarwienie MITF-M (czynnika transkrypcyjnego MITF
charakterystycznego dla melanocytéw) nie jest jednoznaczne. Mimo niespodziewanego
1 silnego barwienia komorek nieprodukujacych melaniny, komorki wyladowane tym
pigmentem wybarwity si¢ najstabiej lub wcale. Oczywiscie nie sposéb wykluczy¢
interferencji obecnos$ci melaniny z wigzaniem przeciwciat (dotyczy to wszystkich
analizowanych antygendéw), jednak uzyskane wyniki nie rozwiewaja watpliwos$ci, co do
obecnosci melanoctyéw w uzyskanych ko-hodowlach. Wiele faktow sprawia, iz jest ona
mato prawdopodobna. Po pierwsze, morfologia uzyskanych komoérek jest zdecydowanie
odmienna od typowej morfologii melanoctyow. Po drugie, uzyskiwanie melanoctyow in
vitro wymaga zastosowania kompletnie odmiennych substancji stymulujgcych

réznicowanie. Wreszcie melanocyty wywodza si¢ z grzebienia nerwowego, a oba uzyte
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protokoty réoznicowania zostaty zoptymalizowane pod katem dostarczania w przewadze
komorek osrodkowego uktadu nerwowego oraz minimalizacji ilo§ci powstajacych
komorek grzebienia nerwowego. Z drugiej jednak strony, analiza ekspresji genow w
uzyskanych komorkach zdaje si¢ sugerowa¢ obecno$¢ melanocytow (lub ich
nieprodukujacych jeszcze melaniny prekursorow.) Dlatego obecno$¢ wsrod uzyskanych
wyrdznicowanych komoérek melanocytow, cho¢ mato prawdopodobna, nie moze zostac¢

jednoznacznie wykluczona.

Jednak znacznie bardziej spojna oraz logiczna jest koncepcja produkcji przez
otrzymane komoérki neuromelaniny. Neuromelanina - melanina obecna w o$rodkowym
ukladzie nerwowym, jest najstabiej poznang wsrdd wszystkich melanin. Wystepuje ona
w substancji czarnej (ktéra zawdziecza jej swa nazwg) oraz polu sinawym ludzi oraz
naczelnych. Jej zawarto$¢ rosnie od 3 roku zycia z wiekiem organizmu. Co istotne, jest
nicobecna u innych zwierzat, w tym u popularnych zwierzat laboratoryjnych — myszy i
szczurow. W przeciwienstwie do eumelaniny jest odktadana w komorkach, w ktorych
powstaje [151]. Bardzo niewiele wiadomo na temat sposobu syntezy, katabolizmu,
struktury oraz funkcji neuromelaniny [152]. Spowodowane jest to trudng dostepnoscia
materiatu do badan, jak to zwykle bywa w przypadku badan histologicznych uktadu
nerwowego. Strukturalnie neuromelanina jest heteropolimerem. Jedna z koncepcji
wyjasniajacych jej pochodzenie jest akumulacja i polimeryzacja katecholamin [153].
Wedlug teorii tej katecholaminy wyprodukowane w neuronach substancji czarnej
(gtownie dopamina, ale rowniez serotonina) sa wewnatrz komorek utleniane do
pochodnych chinonowych i semi-chinonowych. Reakcja ta jest katalizowana przez jony
zelaza(Il). Utlenione pochodne dopaminy spontanicznie polimeryzuja tworzac
charakterystyczne ziarna neuromelaniny. Przez dlugi czas, ze wzgledu na spontaniczne
powstawanie neuromelaniny, uwazano ja za zbedny produkt metabolizmu dopaminy
niepetniacy zadnej funkcji. Dzi$ ten poglad si¢ zmienia.

Spontaniczne odktadanie neuromelaniny moze mie¢ miejsce w uzyskanych za
pomocg protokotéw I oraz III heterogennych populacjach komorek. Pokazano, ze
dopamina obecna jest w medium hodowlanym kondycjonowanym przez komorki, ale
réowniez we wszystkich komorkach w ko-hodowli. Poniewaz komorki te posiadajg
ekspresje transportera dopaminy DAT catkiem prawdopodobny jest jej import do

wnetrza komorek. Tam wyprodukowana dopamina moze ulega¢ spontanicznemu
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utlenianiu oraz odkladaniu w postaci charakterystycznych ziaren neuromelaniny
obecnych na mikrofotografiach wykonanych przy pomocy transmisyjnego mikroskopu
elektronowego. Ziarna te przypominaja granule neuromelaniny obecne w ludzkiej
istocie czarnej prezentowane w literaturze [151], [153]. Ponadto, rowniez inne komorki
obecne w ko-hodowli (np. komorki GFAP-pozytywne) moga by¢ zdolne do odktadania
neuromelaniny. Neuromelanina byla juz opisywana w komorkach glejowych [154],
[155]. Roéwniez pojawienie sie¢ neuromelaniny w warunkach gestej hodowli komorek
zdaje si¢ potwierdza¢ te teorie. Wicksza gestos¢ oznacza wigcej komorek
produkujacych dopaming, a tym samym wickszg jej zawarto§¢ w medium. Wysokie
stezenie dopaminy moze owocowac wydajng produkcja neuromelaniny.

W syntezie neuromelaniny postuluje si¢ roéwniez role tyrozynazy — gtownego
enzymu zaangazowanego w syntez¢ eumelaniny z tyrozyny [145], [156]. W $wietle tej
informacji ekspresja tyrozynazy (a takze enzymoéw z nig zwigzanych —np. TRP1) i
czynnikow transkrypcyjnych kontrolujacych jej ekspresj¢ (SOX10, MITF, PAX3) w
uzyskanych komorkach produkujacych melaning jest logiczna i1 spdjna.

Niezwykle ciezko jest jednoznacznie ustali¢ tozsamo$¢ uzyskanych w ko-
hodowlach komorek produkujgcych lub odktadajgcych melaning. Okazaty si¢ one by¢
negatywne pod katem ekspresji wszystkich badanych markerow na poziomie bialka.
Moze to sugerowac interferencj¢ melaniny z wigzaniem przeciwcial. Co ciekawe, w
literaturze brak doniesien na temat czarnego pigmentu obecnego w uzyskiwanych in
vitro neuronach dopaminergicznych. Produkcj¢ neuromelaniny w takich komorkach
obserwuje si¢ dopiero pod wplywem progeryny — fragmentu laminy A wywotujacej
przedwczesne starzenie [157]. Nie jest wiec wykluczone, iz uzyskane komorki
produkujace  pigment stanowia przedwczesnie dojrzate  (stare)  komorki
dopaminergicznie odktadajace neuromelaning, a brak wybarwienia antygenow
neuronalnych moze by¢ spowodowany interferencja neuromelaniny.

Modyfikacja (pomini¢gcie SHH, uzycie komorek iPS zamiast ESC) w protokole
zrédlowym mogta sprawic, iz zastosowany protokot I dostarczat heterogennej populacji
komorek, wsrdd ktorych czes¢ byla w stanie odktada¢ neuromelaning. Wyjasniatoby to
fakt, iz autorzy pracy zrédtowej nie donoszg o pojawieniu si¢ upigmentowanych
komorek. W protokole II, gdzie czysto$¢ uzyskanych neurondéw dopaminergicznych
byla wyzsza, a tym samym zawarto$§¢ komorek innego typu nizsza, nie zaobserwowano

powstawania melaniny. Z kolei autorzy pracy, na ktorej oparto protokot Il donosza o
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pojawieniu si¢ upigmentowanych komorek, jednak nie rozwijaja szczegdtowo tego
tematu i sugeruja, ze sg to raczej komorki RPE.

Uzyskane wyniki wydaja si¢ by¢ spojne 1 sugeruja otrzymanie niezwykle ciekawego
modelu in vitro, ktory pozwalalby na badania nad rolg neuromelaniny w procesach nie
tylko fizjologicznych, ale takze patologicznych — takich jak patogenezie choroby
Parkinsona. To wlasnie komorki produkujace neuromelaning obumieraja w toku
choroby Parkinsona, dlatego samej neuromelaninie przypisuje si¢ rol¢ w rozwoju tego
schorzenia.

Neuromelanina zwykle uwazana jest za substancj¢ neuroprotekcyjng. Bierze
udzial w gospodarce wolnymi rodnikami. Jako polimer jest w stanie wigza¢ metale
ciezkie oraz dziata¢ jako zmiatacz wolnych rodnikéw [151]. Petni funkcje ochronne
sekwestrujac potencjalnie toksyczne substancje [152]. Jednak w przypadku jej
dysfunkcji, np. w przypadku patologicznej akumulacji, moze dochodzi¢ do produkcji
wolnych rodnikéw, stresu oksydacyjnego i tym samym $mierci komoérki. Neuromelania
moze tez wigza¢ neurotoksyny (w tym takie jak MPTP czy parakwat) [158]. Ponadto
pochodne chinonowe, z ktorych powstaje neuromelanina moga by¢ toksyczne [153].
Wreszcie, pokazano, 1z sama neuromelanina jest toksyczna dla neuronow
dopaminergicznych in vitro [159], ponadto moze ona powodowaé ich $mier¢ poprzez
aktywacje komorek mikrogleju [160]. Co ciekawe, u pacjentow cierpigcych na chorobg
Parkinsona nie odnotowano zmian w zawarto$ci neuromelaniny. Pokazano jednak, ze
moze ona wigza¢ a-synukleing, biatko, ktorego ztogi sa charakterystycznym obrazem
patologicznym choroby Parkinsona [161]. Ponadto, neuromelanina zaburza
funkcjonowanie systemu rozktadu biatek ubikwityna-proteasom [162]. Obserwacje te
sugeruja role neuromelaniny w patomechanizmie choroby Parkinsona.

Z pewno$cig w toku ewolucji neuromelanina nie powstata przypadkiem. Z
jednej strony jest substancja, ktora wydaje si¢ fizjologicznie stuzy¢ celom ochronnym
neuronéw (jest obecna w istocie czarnej wszystkich dorostych ludzi) poprzez
sekwestracj¢ toksycznych substancji. Jednak w przypadku jej dysfunkcji moze
prowadzi¢ do S$mierci komorek, w ktérych wystepuje (gléwnie neuronow

dopaminergicznych), a tym samym bra¢ udziat w patogenezie choroby Parkinsona.

Podsumowujac, uzywajac opisanych protokotéw uzyskano heterogenne

populacje komoérek, ktére moga stanowi¢ niezwykle ciekawy model do badan nad
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patogeneza choroby Parkinsona oraz roli w niej neuromelaniny. Uzyskane wyniki sg
jednak niepelne, a ich interpretacja jest trudna ze wzgledu na wcigz wzglednie niewielki
stan wiedzy na temat syntezy oraz funkcji neuromelaniny. Aby dokladnie
scharakteryzowac oraz jednoznacznie potwierdzi¢ cechy uzyskanego modelu konieczne
sa dalsze badania, uwzgledniajace uzyskanie analogicznych komoérek z innych linii
komorek iPS (aby wykluczy¢ wptyw charakterystyki konkretnej uzytej linii piPS na
proces ich réznicowania), w tym z komoérek iPS uzyskanych od pacjentow cierpigcych
na chorob¢ Parkinsona. Linie takich komoérek (PD-iPS) wyprowadzono juz w trakcie
niniejszego projektu. Porownanie zachowania takich komoérek z komodrkami
kontrolnymi w trakcie roznicowania za pomocg opisanych protokoldw moze dostarczy¢
niezwykle ciekawych wnioskow na temat roli neuromelaniny w patogenezie choroby

Parkinsona.

5.6 Opracowanie zwierzecego modelu choroby Parkinsona oraz
transplantacja uzyskanych komorek

W celu weryfikacji przydatnosci w terapii chordb neurodegeneracyjnych
uzyskane poprzez réznicowanie komodrek piPS za pomoca protokotu I neurony
dopaminergiczne wszczepiono szczurom z wyindukowanymi objawami choroby
Parkinsona. Wykorzystano komorki otrzymane za pomocag protokolu I poniewaz
dostarczat on najwigkszej ilo§ci komorek wzglednie niskim kosztem.

W celu opracowania szczurzego modelu choroby Parkinsona uzyto toksyny 6-
OHDA do uszkodzenia uktadu dopaminowego. Jednak uzyskane wyniki testow
rotacyjnych majacych na celu weryfikacje rozmiaru wyindukowanej lezji sugerowaty
niewielkie uszkodzenia ukladu dopaminowego (na poziomie 50% uszkodzonych
komorek dopaminergicznych). Niemniej jednak opisywano juz zréznicowany wplyw
toksyny 6-OHDA na rézne osobniki. Po podaniu jednakowej dawki 6-OHDA rozmiar
lezji u réznych szczurow moze by¢ odmienny. Zdarzaty si¢ roOwniez sytuacje, gdy
zwierzeta nie przejawialy zachowan rotacyjnych mimo znacznych rozmiaréw lezji
uktadu dopaminergicznego [163]. Do eksperymentéw transplantacyjnych wybrano

zwierzeta cechujgce si¢ najwieksza tendencja do zachowan asymetrycznych.
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Uzyskane wyniki przeszczepien wskazuja, na obiecujacg zdolno$¢ uzyskanych
komorek do integracji z tkankg moézgowa zwierzgcia. W trakcie trwania eksperymentu
nie odnotowano formowania guzow przez przeszczepione komorki. Miejsca podania
komorek w prazkowiu jednoznacznie zidentyfikowano niestety jedynie w przypadku
wszczepienia komorek terminalnie zréznicowanych protokotem 1. Umozliwita to
melanina obecna w tych komorkach. Na zdjgciach skrawkow wybarwionych pod katem
obecnosci hydroksylazy tyrozynowej wyraznie wida¢ TH-pozytywne komorki
wrastajgce w tkanke mozgowa zwierzecia. Sugeruje to zdolno$¢ komoérek TH-
pozytywnych do integracji z tkanka biorcy. Osrodkowy uktad nerwowy, mimo, iz
uprzywilejowany immunologicznie jest w stanie skutecznie odrzucaé przeszczepy.
Dowodzi tego wynik uzyskany na zwierzetach niepoddawanych immunosupresji.
Miejsce podania komodrek u tych zwierzat zostaly wyraznie zabliznione. Nie
zaobserwowano  zadnych komorek migrujacych z miejsca  wszczepienia.
Immunosupresja jest wiec niezbedna w celu integracji wszczepionych komorek z
otaczajaca tkanka. Niestety, ze wzgledu na silne barwienie niespecyficzne oraz
niewielki stopien uszkodzenia uktadu dopaminowego nie sposob zweryfikowaé efektu
wszczepienia progenitoréw neuronalnych do zastosowanego szczurzego modelu. Wynik
ten moglby odpowiedzie¢ na pytanie czy lepsza strategia jest wszczepianie terminalnie
zrdznicowanych komorek, czy tez progenitorow neuronalnych, ktore moglyby zosta¢
wydajnie zréznicowane w miejscu podania poprzez sygnaly zapewnianie przez niszg, z
ktora maja si¢ zintegrowac, oraz w ktorej maja wywota¢ efekt terapeutyczny. Mogtoby
okaza¢ sie, 1z druga strategia prowadzi do bardziej wydajnego oraz fizjologicznego
réznicowania komorek. Niektore doniesienia literaturowe sugeruja nawet prawidlowe
réznicowanie embrionalnych komorek macierzystych wszczepionych do prazkowia
szczuroOw [164]. Powstajace in vivo neurony poprawiaja zachowania motoryczne
zwierzagt modelowych. Do okre§lenia zachowania wszczepionych progenitorow
konieczne jest uzycie bardziej specyficznego barwienia (np. przeciwciala
rozpoznajacego jedynie ludzkie antygeny) lub indukcja lezji o wigkszym rozmiarze.

Ze wzgledu na niewielki rozmiar wywotanych lezji uktadu dopaminowego nie
sposOb byto okresli¢ efektu terapeutycznego wszczepionych komorek na zachowanie
zwierzat. Juz przed transplantacjami wykazywaty one stabe zachowanie asymetryczne,

ktérego zmiana po wszczepieniu komorek nie byta zauwazalna.
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Uzyskane wyniki sa zgodne z doniesieniami literaturowymi. Wielu autoréw
opisuje integracjc z tkanka moézgowa zwierzecia wszczepionych komoérek
dopaminergicznych uzyskanych poprzez roznicowanie in vitro komorek ESC [165],
[166], [167] oraz iPS [95]-[97]. Opublikowane przez nich zdjecia miejsc wszczepienia
przypominaja obraz uzyskany w tej pracy. Ponadto, autorzy Ci donosza o
terapeutycznym wptywie wszczepionych komodrek na zachowanie zwierzat. Zachowania
asymetryczne szczuréw wyindukowane za pomocg 6-OHDA mierzone ilo$cig obrotow
po amfetaminie i apomorfinie znacznie si¢ poprawiajg po wszczepieniu komorek
dopaminergicznych uzyskanych przez ro6znicowanie komorek iPS. U niektérych z
analizowanych zwierzat ilo§¢ obrotow po przeszczepieniu komorek spadala nawet 0
80% [95]. Z kolei ilo$¢ zintegrowanych komorek neurowych liczona jest w dziesigtkach
tysiecy [97]. Co istotne, przeszczepione komorki sg funkcjonalne in vivo, co
potwierdzaja badania elektrofizjologiczne [96]. Szacunkowa ilo$¢ komorek
dopaminergicznych, ktoéra po wszczepieniu wywotuje efekt terapeutyczny wynosi okoto
200 tys. [168] (takiej ilosci komodrek uzyto w niniejszej pracy). Sugeruje to sporg
Smiertelno$¢ przeszczepionych komorek, ktéra moze by¢ zmniejszona przez pre-
inkubacje przeszczepianych komorek z czynnikami neurotroficznymi (takimi jak GDNF
czy BDNF) [169]. Co istotne, pokazano, iz poprawe stanu zwierzecego modelu choroby
Parkinsona wywota¢ moga neurony dopaminergiczne uzyskane przez roznicowanie
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych otrzymanych z komorek
pacjentdow cierpigcych na chorobg Parkinsona [95]. Jest to niezwykle istotna
obserwacja, poniewaz pokazuje mozliwo§¢ zastosowania opisanej strategii
terapeutycznej w uktadzie autologicznym — uzywajac wiasnych komorek pacjenta do
terapii regeneracyjnej. Obiecujacy, jest rowniez fakt, iz wszczepione komorki
dopaminergiczne poprawiaja obraz nie tylko szczurzego i mysiego modelu choroby
Parkinsona, ale wywoluja takze efekt terapeutyczny u naczelnych [170], co sugeruje
mozliwos¢ translacji opisanej strategii terapeutycznej na inne gatunki — w tym

cztowieka.

Podsumowujac, uzyskane wyniki pierwszych transplantacji sa do$¢ obiecujace.
Uzyskane komorki dopaminergiczne wydaja si¢ integrowa¢ z tkanka zwierzegcia.
Ponadto pierwsze przeszczepy uzyskanych komoérek pozwolity technicznie

zoptymalizowa¢ metody ksenotransplantacji komoérek do mézgéw szczurdow oraz ich
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immunosupresji. Kolejne doswiadczenia tego typu pozwola odpowiedzie¢ na pytanie o
zdolnos$¢ uzyskanych komorek do wywolywania efektu terapeutycznego w zwierzecym
modelu choroby Parkinsona. Jednak pierwsze wyniki oraz liczne doniesienia
literaturowe sugeruja, iz potencjalne przysztosciowe zastosowanie autologicznych
neurondw dopaminergicznych uzyskanych przez roznicowanie komoérek iPS moze by¢

bardzo obiecujaca alternatywa w terapii choréb neurodegeneracyjnych.

W celu indukcji zwierzgcego modelu choroby Parkinsona dogodnego do
ksenotransplantacji ludzkich komoérek opracowano mysi model oparty o codzienne
podawanie myszom szczepu NOD/SCID rotenonu — zwiazku wywolujacego zaburzenia
motoryczne zwierzat bedace emanacja objawdw choroby Parkinsona. Podejscie takie
zapewnia otrzymanie zwierzat, ktore nie beda musialy by¢ poddawane immunosupresji
gdyz posiadajg uposledzony uktad odpornosciowy.

W trakcie 56-dniowego podawania myszom rotenonu ich sprawno$¢
motoryczna, mierzona jako czas utrzymywania si¢ na rotujacym i przyspieszajacym
precie, wyraznie spadata. W 32. dniu testu $redni czas, po ktérym myszy otrzymujace
rotenon spadaty z pretu skrocit si¢ o 1/3. Z kolei po zakonczeniu eksperymentu wynosit
50% warto$ci poczatkowej 1 byt istotnie statystycznie rozny od wartosci uzyskanych dla
grup kontrolnych. Testy koordynacji ruchowej wykonywano w dniach, w ktorych
dostepny byt rota-rod i nie odpowiadaty one doktadnie dniom potowy i konca testu, nie
miato to jednak wptywu na uzyskane wyniki. Warto podkresli¢, iz w trakcie testu w obu
grupach kontrolnych — otrzymujacej sam rozpuszczalnik oraz niepoddawanej zabiegom
karmienia — $redni czas utrzymywania si¢ zwierzat na prgcie pozostawatl zblizony do
wartos$ci poczatkowych. Sugeruje to, iz sam rozpuszczalnik nie indukowal zaburzen
motorycznych zwierzat, ale takze, iz rosnacy wiek myszy, ani codzienne zabiegi
karmienia myszy nie zaburzaty wynikow pomiarow.

Uzyskane wyniki analizy histopatologicznej istoty czarnej myszy otrzymujacych
rotenon zdaja si¢ sugerowac spadek liczby neuronéw w pordéwnaniu do kontroli. W
preparatach tych zaobserwowano takze obecno$¢ zdegenerowanych komoérek o
obrzeknietych jadrach komodrkowych, ktore wygladaly na komorki apoptotyczne.
Whnioski takie wysnuto na podstawie analizy preparatow wybarwionych
hematoksyling/eozyng oraz konsultacji z prof. Dariuszem Adamkiem — Kierownikiem

Zaktadu Patomorfologii Klinicznej i Do$wiadczalnej CMUJ. Uzyskane wyniki nie sg
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jednak jednoznaczne. Aby potwierdzi¢ oraz skwantyfikowac spadek ilosci neurondéw
dopaminergicznych w istocie czarnej myszy otrzymujacych rotenon konieczne jest
zastosowanie nieco odmiennej metodyki. Nalezatoby przeprowadzi¢ barwienie
immunohistochemiczne skrawkow parafinowych (w pracy uzyto skrawkow
mrozeniowych) na obecno$¢ komorek pozytywnych pod katem hydroksylazy
tyrozynowej w istocie czarnej zwierzat do§wiadczalnych. Poroéwnanie wybarwionych
preparatow dla zwierzat dos§wiadczalnych i1 kontrolnych pozwolitoby jednoznacznie
zauwazy¢ roznice w ilosci oraz morfologii komoérek dopaminergicznych - TH-
pozytywnych. Kolejnym krokiem w analizie histopatologicznej byloby wybarwienie
skrawkow pod katem obecnosci a-synukleiny w celu wizualizacji powstajacych ciatek
Lewy’ego — charakterystycznego objawu choroby Parkinsona. Barwienie
eozyng/hematoksyling nie jest wystarczajace do wizualizacji takich cech
patomorfologicznych mézgéw badanych zwierzat.

Niemniej jednak uzyskane wyniki wydaja si¢ by¢ zgodne z analizowanymi
doniesieniami literaturowymi. W pracy, z ktoérej korzystano przy opracowywaniu
mysiego modelu choroby Parkinsona autorzy rowniez donosza o 50% spadku czasu
utrzymywania si¢ zwierzat na rotujagcym precie [171]. W publikacji tej jednak czas ten
spada z ok. 200 s do 100 s (w tej pracy z okoto 300 s do ok. 150 s). Roznica ta moze
by¢ spowodowana uzyciem w niniejszym doswiadczeniu miodszych niz w cytowanej
pracy zwierzat oraz samic zamiast samcow.

Chroniczne podania rotenonu wywotujgce u myszy znaczny spadek koordynacji
ruchowej, mierzony ok. 50% spadkiem czasu utrzymywania si¢ na rotujagcym precie,
powoduja takze ok. 50% spadek w ilo$ci neurondow dopaminergicznych w istocie
czarnej tych zwierzat [171]-[173]. Opisanym objawom towarzyszy takze pojawienie si¢
a-synukleiny 1 Cialek Lewy’ego w tej strukturze. Niestety zjawisk tych nie
zaobserwowano w niniejszej pracy w wyniku zastosowania odmiennej analizy
histopatologicznej. Jednak uzyskane wyniki pomiarow koordynacji ruchowej zwierzat
doswiadczalnych sugerujg skuteczng indukcje mysiego modelu choroby Parkinsona.
Znaczacemu spadkowi czasu utrzymywania si¢ myszy na rotujagcym precie zdaje si¢
takze towarzyszy¢ spadek w ilo$ci neuronow dopaminergicznych w istocie czarnej

badanych zwierzat.
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Podsumowujac, opracowano bardzo dogodny model choroby Parkinsona, ktory
wiernie odtwarza objawy tej choroby obecne u ludzi. U zwierzat chronicznie
otrzymujacych wysokie dawki rotenonu dochodzi do akumulacji i agregacji endogenne;j
a—synukleiny, pojawienia si¢ ciatek Lewy’ego, aktywacji mikrogleju, dysfunkc;ji
systemu ubikwityna-proteasom, ale takze zaburzen motorycznych, snu czy pracy uktadu
pokarmowego [174]. Warto wspomniec, iz rotenon jest pestycydem. Opisany model
dostarcza wiec informacji o wplywie substancji obecnych w $Srodowisku na rozwdj
choroby Parkinsona.

Opracowany mysi model choroby Parkinsona jest niezwykle atrakcyjny nie tylko ze
wzgledu na wierne odtwarzanie objawdéw choroby. Wykorzystanie zwierzat z
uposledzeniem odpornosci sprawia, iz jest on idealny do ksenotransplantacji komorek w

celu okreslenia ich przydatno$ci w terapii regeneracyjnej chorob.

5.7 Opracowanie genetycznego zabezpieczenia indukowanych
pluripotencjalnych komérek macierzystych opartego na genie
samobdjczym

Zastosowanie indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych oraz
komoérek z nich wuzyskanych w medycynie regeneracyjnej wielu, nie tylko
neurodegeneracyjnych chorob, jest niezwykle obiecujaca perspektywa. Mozliwosé
uzyskania komorek 1 tkanek pozadanego typu specyficznych dla potrzebujacego ich
pacjenta jest bardzo atrakcyjnym aspektem komorkowej terapii regeneracyjnej
przysztosci.

Jednak przed przeniesieniem wynikow uzyskanych na modelach zwierzecych do
klinik konieczne jest opracowanie strategii zapewniajacych maksimum bezpieczenstwa
uzytej terapii. Jest wiele ograniczen, ktére nalezy pokona¢ w celu uzyskania komoérek
przydatnych w terapii komorkowej ludzi [175]. Ws$rdd nich wymieni¢ nalezy:
uzyskanie komorek 1PS za pomocg zdefiniowanych 1 bezpiecznych metod
(preferencyjnie wolnych od ingerencji genomowej), usuni¢cie z metod hodowlanych
komorek iPS sktadnikow pochodzenia zwierzgcego i praca w warunkach w petni
zdefiniowanych i xeno-free, optymalizacj¢ protokotow réznicowania w celu uzyskania

czystych populacji komorek docelowych (np. poprzez wysortowanie uzyskanych
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populacji komorek), a takze stworzenie dodatkowego zabezpieczenia pozwalajacego w
razie konieczno$ci usunaé wszystkie przeczepione komodrki. Temu ostatniemu
zagadnieniu poswigcono ostatnig cze$¢ niniejszej pracy.

Przeszczepione do dorostego organizmu indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste (obecne np. w postaci zanieczyszczenia zréznicowanych komorek) moga
powodowa¢ powstawanie teratom [176] w relatywnie krotkim czasie trwania
eksperymentu, nie wspominajac juz o dlugim czasie w jakim funkcjonowac bedzie
pacjent otrzymujacy przeszczepiane komorki. Dlatego wtasnie jednym z pomystow na
zwigkszenie bezpieczenstwa regeneracyjnej terapii opartej o komorki iPS jest
stworzenie wyjscia bezpieczenstwa opartego 0 terapie samobojczq, ktora w razie
potrzeby pozwolitaby na wyeliminowanie wszystkich przeszczepionych komorek, w
tym tworzacych ewentualne guzy. Terapia genowa oparta o gen samobdjczy jest piata
najczestsza stosowang obecnie w badaniach klinicznych terapia genowa [zrodto:

http://www.wiley.com].

W niniejszej pracy zoptymalizowano metod¢ terapii samobdjczej opartej o0 gen

kinazy tymidynowej TK oraz jej nieaktywnego substratu gancyklowiru. Jako
modelowych komorek uzyto linii migsaka prazkowano komérkowego Rh30.
W pierwszych krokach przygotowano konieczne plazmidy postugujac si¢ metodami
klonowania DNA. Uzyskane plazmidy lentiwirusowe postuzyly do wyprodukowania
wektorow lentiwirusowych opartych o wirusa HIV-1. Warto$cia dodang niniejszego
doktoratu jest optymalizacja ekonomicznej metody transfekcji komorek produkujacych
wektory wirusowe (uzyskano wysoka, siggajaca 90% wydajnos¢ transfekcji) oraz
wydajnej produkcji wektorow wirusowych w oparciu o dane literaturowe [177], [178] i
wielokrotne  doswiadczenia. Wyprodukowane wektory wirusowe posiadaty
zadowalajace miano (rzedu 5x10° TU/ml) oraz pozwolily na wyprowadzenie
zmodyfikowanych genetycznie linii komodrkowych, ktorych czystos¢ po selekeji
antybiotykowej lub wysortowaniu byla wystarczajagca do przeprowadzenia
eksperymentdéw okreslajacych skuteczno$¢ terapii samobdjczej.

Zmodyfikowane genetycznie komorki posiadajace ekspresje genu samobojczego
HSV-TK byty niezwykle wydajnie eliminowane poprzez traktowanie gancyklowirem in
vitro. Po 6 dniach inkubacji praktycznie wszystkie komorki zostaty skutecznie usuniete.
Jest to obserwacja zgodna z doniesieniami literaturowymi, z ktorych korzystano

dobierajac stezenia gancyklowiru uzyte w tej pracy [77], [179]-[181]. W pracach tych
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takze obserwowano eliminacj¢ wszystkich zmodyfikowanych genetycznie komorek in
vitro w ciggu tygodnia inkubacji z gancyklowirem. Uzyte ostatecznie ste¢zenia
opracowano na podstawie do§wiadczen wstepnych, w ktorych uzyto szerokiego zakresu
stezen (0,1-10png/ml). Wybrano takie stezenie, przy ktorym nie obserwowano
toksycznego efektu GCV dla komorek kontrolnych, a ktore byto w stanie wydajnie
usung¢ wszystkie komorki posiadajace ekspresje TK w ciggu tygodnia. Ciekawa
obserwacja byto obnizenie tempa proliferacji komoérek po wprowadzeniu ekspresji TK.
Zjawisko to tlumaczy si¢ niespecyficzng fosforylacjg substratow komorkowych przez
TK, ktora mogla wplynaé na tempo podziatéw komoérkowych.

W kolejnym kroku zbadano komunikacje mi¢dzykomorkowsa za posrednictwem
zlacz szczelinowych w linii Rh30 w celu okres$lenia zdolnosci tych komoérek do
przekazywania drobnoczasteczkowych zwiazkéw. Zjawisko to ustalono empirycznie,
gdyz nie znaleziono doniesien literaturowych na ten temat. Komunikacja
migdzykomodrkowa za posrednictwem zlacz szczelinowych w linii Rh30 okazata si¢ by¢
bardzo wydajna, czego dowodzi nie tylko silny transfer kalceiny pomiedzy
sgsiadujagcymi  komoérkami, ale  takze  skuteczna  eliminacja = komorek
niezmodyfikowanych genetycznie w ko-hodowli. Wszystkie komorki obecne w
mieszaninie byty skutecznie eliminowane, gdy komorki posiadajace ekspresje genu
samobdjczego stanowily jedynie 20%. Dowodzi to wydajnego przekazywania
toksycznego metabolitu gancyklowiru od komoérek zmodyfikowanych genetycznie do
sasiadujacych komorek typu dzikiego, a tym samym silnego, toksycznego efektu
sasiedztwa wystepujacego w linii komoérek Rh30. Zjawisko to moze okaza¢ si¢ bardzo
korzystne przy stosowaniu opisanej terapii genowej in situ — przy modyfikacji
genetycznej komorek bezposrednio w guzie. Transdukcja taka moze okaza¢ si¢ bardzo
malo wydajna. Niemniej jednak, cata terapia moze by¢ skuteczna, gdyz toksyczny
metabolit wytworzony w nielicznych komorkach zmodyfikowanych genetycznie bedzie
przekazywany komoérkom sgsiadujacym. Jednoczes$nie wystepuje ryzyko uszkodzenia
sasiadujacych tkanek prawidlowych. Jednak jest ono stosunkowo niskie w zwigzku z
koniecznos$cia ekspresji kompatybilnych koneksyn budujacych zlacza szczelinowe
sgsiadujagcych i komunikujagcych sie komorek [182] w celu =zaj$cia transferu
drobnoczgsteczkowych substancji. I cho¢ komdrki nowotworowe czgsto sg w stanie
komunikowaé si¢ z komoérkami swojej niszy za posrednictwem zlgcz szczelinowych

[183], to efekt sasiedztwa w obrebie guza moze okazaé si¢ na tyle wydajny, iz

169



doprowadzi do szybkiego i wydajnego usuni¢cia komodrek nowotworowych przed
efektem toksycznym obserwowanym w prawidlowych komoérkach.

Zastosowana strategia eliminacji zmodyfikowanych genetycznie komorek
nowotworowych jest rowniez skuteczna in vivo. Uzyskane wyniki okazaly sie
przekraczaé spodziewany efekt. Guzy powstate u myszy, ktére otrzymywaty codziennie
gancyklowir zostaty niemal catkowicie usuni¢te w przeciggu 14 dni terapii. Co wazne,
nie obserwowano przy tym toksyczno$ci narzadowej. Otrzymane wyniki sg zgodne z
danymi obecnymi w literaturze [184], [78], ktorej uzyto do dobrania dawek
gancyklowiru do eksperymentow in vivo. W pracach tych guzy pod wplywem
podawania gancyklowiru zmalaly nawet 10-cio krotnie. Przedluzone podawanie
gancyklowiru  mogloby doprowadzi¢ do usuniecia  wszystkich  komorek
nowotworowych, co istotne, takze takich, ktore juz dokonaty przerzutu i zagniezdzity
si¢ po za guzem pierwotnym. Wysokie wartosci odchylen standardowych wynikaja z
odmiennego wzrostu guzéw u myszy w obrebie jednej grupy badawczej. Mimo, iz
wyniki uzyskano na matej grupie doswiadczalnej (n=3) to sa one dos$¢ spektakularne
(istotnos¢ statystyczna) i pokazujg skutecznos¢ terapii opartej o gen samobdjczy in Vivo.
Opisane podejscie terapeutyczne jest na tyle obiecujace, iz trwaja liczne badania

kliniczne nad jego wykorzystaniem w terapii nowotworow u ludzi [185].

Komoérek migsaka prazkowanokomorkowego Rh30 uzyto do opracowania
metodologii terapii opartej 0 gen samobdjczy ze wzgledu na tatwosé ich hodowli,
modyfikacji genetycznej oraz tworzenia guzOow po przeszczepieniu do myszy z
uposledzeniem odpornosci. Uzyskane wyniki okazaly si¢ na tyle obiecujace, ze
postanowiono wykona¢ dodatkowe, opisane powyzej, eksperymenty. Docelowymi
komorkami, ktére planowano zabezpieczy¢ opisanym wentylem bezpieczenstwa byty
indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste. Takie podejscie zastosowano juz w
przypadku ludzkich komoérek ESC [186] oraz komorek iPS naczelnych [80]. Pokazano,
iz oba te typy komorek, po wprowadzniu ekspresji genu samobdjczego mozna wydajnie
eliminowac za pomoca gancyklowiru zar6wno in vitro jak i in vivo.

W niniejszej pracy ludzkie komoérki iPS okazaty si¢ bardzo oporne na
modyfikacj¢ genetyczng, ktora jednak po zastosowaniu hodowli w warunkach bez
warstwy odzywczej [187] okazata si¢ by¢ skuteczna i wydajna. Niestety w pierwszym

podejéciu  zastosowano wektory wirusowe przenoszace gen samobdjczy TK pod
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kontrolg wirusowego promotora CMV. Jest on w komorkach do$¢ szybko wyciszany
poprzez metylacje [188]-[190] co powoduje utrate ekspresji transgenu. Z wiasnych
obserwacji wynika, iz tempo wyciszania promotora CMV jest w komorkach iPS
niezwykle wysokie 1 objawia si¢ catkowitym zanikiem ekspresji transgenu w ciggu
dwoch tygodni. W celu genetycznego zabezpieczenia komorek iPS konieczna jest stala
(nawet wieloletnia) ekspresja genu samobdjczego. Z tego wzglgdu koniecznym byto
wyprowadzenie linii komorek iPS, ktore posiadaja ekspresje transgenow pod kontrolg
konstytutywnego promotora, takiego jak promotor ubikwityny C (UbC). W przypadku
kontrolnych komorek posiadajagcych ekspresje genu reporterowego gfp udalo si¢ to z
dobrym skutkiem. Uzyskano komorki wykazujace zielong fluorescencje o czystosci
75%, co dowodzi technicznej mozliwosci wprowadzenia transgenu do komorek iPS. Z
jednej strony wprowadza to ryzyko mutagenezy insercyjnej, ktorej stara si¢ unikngc
stosujac bezpieczne metody reprogramowania i réznicowania komorek. Z drugiej strony
otwiera mozliwo$¢ modyfikacji genetycznej komorek iPS, pozwalajac mysle¢ o
polaczeniu terapii komoérkowej z terapia genowa w medycynie regeneracyjnej
przysztosci.

Niestety nie dysponowano plazmidem przenoszacym gen TK pod kontrolg
promotora UbC. Prace nad jego uzyskaniem oraz wyprowadzeniem linii komoérek iPS
posiadajacych stabilng ekspresj¢ genu samobdjczego trwaja.

Uzyskane na linii komoérek Rh30 wyniki, oraz doniesienia literaturowe sugeruja,
iz wykorzystanie genu samobdjczego W celu stworzenia genetycznego zabezpieczenia
komorek i1PS jest podejsciem bardzo obiecujacym 1 w przysztosci moze zwigkszyc
bezpieczenstwo komorkowej terapii regeneracyjnej wykorzystujacej indukowane

pluripotencjalne komorki macierzyste.
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5.8 Dalsze plany badawcze

Mnogo$¢ tematow poruszanych w toku wykonywania niniejszej pracy sprawito,
iz nie wszystkie zagadnienia zostalty w pelni zakonczone. Dlatego wsrod dalszych
planéw badawczych majacych zamkna¢ tematyke poruszang w niniejszej pracy znajduja

si¢:

1) Pelna charakterystyka uzyskanych linii komorkowych kiPS i PD-iPS, w tym test

tworzenia teratom majacy na celu potwierdzenie ich pluripotencjalnosci,

2) Zrdéznicowanie opisanymi protokotami komorek iPS innych niz piPS, w tym
komorek PD-iPS w celu okreslenia ich zdolnosci do réznicowania do neurondw
dopaminergicznych, a takze analizy 1 poréwnania cech uzyskanych komorek
specyficznych dla pacjenta cierpigcego na chorobe Parkinsona z komodrkami

kontrolnymi,

3) Szeroka analiza heterogennych komoérek wuzyskanych protokotem III,
analogiczna do tej wykonanej dla komorek uzyskanych protokotem I; w tym
pod katem poziomu produkcji dopaminy (metodg HPLC) 1 obecnosci melaniny

(metodg EPR 1 TEM),

4) Doktadna analiza otrzymanych komorek dopaminergicznych, w tym okreslenie
ekspresji wigkszej ilo§ci markeréw neuronalnych oraz doktadnej wydajnosci

réznicowania,

5) Zwigkszenie czystosci uzyskanych neurondw poprzez zwigkszenie wydajnosci

roznicowania lub sortowanie komorek,

6) Jednoznaczna identyfikacja komoérek produkujacych czarny pigment- melaning
— na podstawie analizy obecno$ci dodatkowych markerow lub eksperymentow
wykorzystujacych EPR (np. w celu okreslenia zdolno$ci do wigzania jonow

zelaza),
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7)

8)

9)

Dalsze ksenotransplantacje uzyskanych komodrek do opracowanych modeli
zwierzecych (szczurzego i/lub mysiego) majace na celu weryfikacje ich
zdolnosci do wywotania efektu terapeutycznego w modelach choroby

Parkinsona,

Jednoznaczne okreslenie zmian histopatologicznych w istocie czarnej myszy
otrzymujacych rotenon (wybarwienie komorek TH-pozytywnych, a-
synukleiny),

Otrzymanie linii komorek iPS ze stabilng ekspresja genu samobojczego oraz
potwierdzenie przydatnoSci opisanej terapii samobdjczej w zwigkszeniu
bezpieczenstwa komorek iPS za pomoca metod zastosowanych w przypadku

komorek Rh30.
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6. WniosKi

Doswiadczenia wykonane w niniejszej pracy pozwolity na wyciagni¢cie nastepujacych

wnioskow:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Zewngtrzny plaszcz wyrwanego ludzkiego wilosa jest dogodnym zrodiem
komorek somatycznych - keratynocytow, ktore nadaja si¢ do reprogramowania,

oraz, ktére mozna wyizolowa¢ w sposob bezinwazyjny,

Wektor wirusowy opracowany na bazie wirusa Sendai pozwala na wydajne
reprogramowanie ludzkich komoérek somatycznych (keratynocytow i komorek
jednojadrzastych  krwi  obwodowej) do  pluripotencjalnych  komorek

macierzystych,

Uzyskane linie komodrek kiPS oraz PD-iPS posiadaja podstawowe cechy

komorek pluripotencjalnych,

Zastosowane protokoly neuronalnego rdéznicowania dostarczajg neurondw
dopaminergicznych produkujacych dopaming oraz posiadajacych ekspresje

charakterystycznych dla nich markeréw,

Uzyte protokoly r6znig si¢ wydajnoscia, prostotg oraz kosztem. Najwydajniejszy
wydaje si¢ by¢ protokoét 111, najekonomiczniejszy protokot 1. Te dwa protokoty
dostarczaja heterogennej populacji komorek, w ktorej jedynie cze$¢ stanowia

komorki produkujace dopaming,

W uzyskanych heterogennych populacjach obecne sa komoérki produkujace
melaning. Ich tozsamos$¢ jest niejednoznaczna, jednak badania sugeruja, iz sg to

komorki zdolne do odktadania neuromelaniny poprzez autooksydacje dopaminy,

Uzyskane neurony dopaminergiczne sg zdolne do integracji z tkanka mozgowa

zwierzecego modelu choroby Parkinsona,
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8) Wyindukowany za pomocg rotenonu mysi model choroby Parkinsona jest
bardzo dogodny do eksperymentdw zwigzanych z ksenotransplantacjami

ludzkich komoérek produkujgcych dopamine,

9) Terapia genowa oparta 0 gen samobdjczy jest skuteczng strategia specyficznej
eliminacji zmodyfikowanych genetycznie komorek zarowno in vitro jak i in vivo
oraz moze postuzy¢ do zwigkszenia bezpieczenstwa, a tym samym przydatnosci,
indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych w zastosowaniu

klinicznym,

10) Zastosowanie indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych w
regeneracyjnej terapii choréb neurodegeneracyjnych jest bardzo obiecujaca
perspektywa i w przysztoSci moze stanowi¢ alternatywe dla obecnej terapii

choroby Parkinsona.
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Zalacznik 1

Mapy uzytych plazmidow.
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