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1. WSTEP.

1.1. Ekspansja komorek ukladu krwiotworczego w hodowlach in vitro.

Ekspansja w hodowlach in vitro pozwala namnozy¢ komorki uktadu krwiotworczego do
celow eksperymentalnych i klinicznych. Umozliwia uzycie komorek macierzystych/
progenitorowych ze zrodet, ktore sa dostgpne w ograniczonej ilosci, jak np. krew pgpowinowa
lub krew obwodowa u dzieci. Ekspansji mozna poddawa¢ komorki macierzyste, progenitorowe
oraz liniowo zréznicowane (mieloblasty, erytroblasty i megakarioblasty). Pierwszym uktadem
doswiadczalnym, w ktérym stata si¢ mozliwa dluzsza hodowla krwiotworczych komorek
macierzystych, byly komory dyfuzyjne (Breivik, 1971). Dexter i wsp. [1973] opracowali
metodologi¢ hodowli komorek szpiku kostnego na fibroblastach z jego podscieliska. Byta to
jedna z najwcze$niejszych prob zwigkszania w hodowli ilosci komoérek progenitorowych, ktora
dzisiaj okreslamy jako ekspansjg. Kilka lat pozniej Iscove 1 wsp. uzyskali 8-12 krotny wzrost
liczby mysich komorek macierzystych podczas 4-dniowej hodowli in vitro [Iscove 1 wsp., 1989].
W kolejnych doniesieniach autorzy wykazali, ze w okreslonych warunkach hodowli jest
mozliwy wzrost liczby komoérek progenitorowych [Srour i wsp., 1999; Emmerson S., 1996; Qiu
1 wsp., 1999; Qureol i wsp., 1998]. Istnieje réwniez mozliwos¢ namnozenia w hodowlach ex
vivo komorek uktadu krwiotworczego, ktore sa zrdéznicowane liniowo (megakarioblasty,
mieloblasty 1 erytroblasty) [Van den Oudenrijn 1 wsp., 2000; Ratajczak i wsp., 1998a; 1998b].
Opracowano metody pozwalajace na uzyskiwanie tych komoérek w hodowlach in vitro w
ilo$ciach pozwalajacych na wykorzystanie ich do celow doswiadczalnych [Majka i wsp., 2001;
Machaj 1 wsp., 2002] 1 klinicznych [Stiff 1 wsp., 2000; Halle i wsp., 2000; Feng i wsp., 2005;
Ivanovic 1 wsp., 2006]. Poddane ekspansji komorki progenitorowe uktadu megakariocytowego
moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu matoptytkowosci, a namnozone progenitory ukladu
czerwonokrwinkowego moga zosta¢ wykorzystane w leczeniu niedokrwistosci. Pozyskanie
czystych populacji tych komoérek umozliwia poza tym zastosowanie ich jako modeli
doswiadczalnych w badaniach nad krwiotworzeniem. W komorkach tych mozna bada¢ ekspresje
genéw zarOwno na poziomie mRNA jak i biatek, a takze wykorzystywaé je w testach
biologicznych. Dane do$wiadczalne uzyskane w takich modelach sa niewatpliwie znacznie
cenniejsze od wynikow uzyskanych z badan, w ktérych jako zroédto komorek uktadu
krwiotworczego wykorzystuje si¢ transformowane, tzw. ustalone, hematopoetyczne linie
komoérkowe.

Metody ekspansji komorek krwiotworczych w hodowlach ex vivo sa ciagle udoskonalane.
Trwaja prace nad optymalizacja zarowno samych warunkow hodowli (sktad podtoza

hodowlanego) jak 1 wykorzystania odpowiednich stymulatoréw (czynniki wzrostowe, cytokiny,



chemokiny, hormony etc.) [Kogler i wsp., 1998; Eun-Seon i1 wsp., 1999; Piacibello i wsp., 2000;
Saeland i wsp., 1989; Schwinger i wsp., 1999; Ulloa-Montoya i wsp., 2005]. Badane sa takze
rézne zrodla komoérek uzywanych do hodowli (krew pgpowinowa, mobilizowana 1 nie
mobilizowana krew obwodowa oraz szpik kostny) [Da Silva 1 wsp., 2005; De Bruyn 1 wsp.,
2005; Pranke 1 wsp., 2005; Case 1 wsp., 2006], czas trwania hodowli [Engel i wsp., 1999; Flores-
Guzman 1 wsp., 2005], wyjsciowa liczba komorek czy tez wykorzystanie w hodowli komoérek
podscieliska szpiku kostnego [Paquette i wsp., 2000; Kawano i wsp., 2006; Robinson i wsp.,
2006].

1.2. Rola cytokin i czynnikéw wzrostowych w ekspansji

Po urodzeniu szpik kostny jest gtownym zrodlem komoérek hematopoetycznych i miejscem
ich dojrzewania. Zawiera on komorki na wszystkich etapach rozwoju, takze te najbardziej
prymitywne. Aby prowadzi¢ skuteczna ekspansj¢ komorek in vifro nalezy okres§li¢ warunki
panujace w mikrosrodowisku, w ktorym te komorki powstaja, a w szczegolnosci rolg, jaka
odgrywaja w ich dojrzewaniu czynniki wzrostowe. Proces hematopoezy zachodzi w szpiku
kostnym w $cistej ,,wspotpracy” z komorkami podscieliska, ktore wydzielaja szereg czynnikow,
dlatego tez tak wazna jest ich rola w ekspansji ex vivo.

Czes$¢ cytokin i czynnikdw wzrostowych jak czynnik wzrostu hematopoetycznych komorek
macierzystych (SCF, Stem Cell Factor), FIt-3 Ligand (FLT-3L), Trombopoetyna (TPO,
Thrombopoietin), Interleukin (IL) 11, IL-3, IL-6, sa odpowiedzialne za proliferacj¢ komorek
[Devine i wsp., 2003; Vavrova i wsp., 2002]. Inne cytokiny, jak czynnik wzrostu stymulujacy
tworzenie kolonii makrofagowych (M-CSF, Macrophage Colony Stimulating Factor), czynnik
wzrostu stymulujacy tworzenie kolonii granulocytowych (G-CSF, Granulocyte Colony
Stimulating Factor), czynnik wzrostu stymulujacy tworzenie kolonii granulocytowo-
makrofagowych (GM-CSF, Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor), erytropoetyna
(EPO, Erythropoietin) a takze TPO sa odpowiedzialne za réznicowanie i dojrzewanie danych
linii komorkowych 1 ich aktywno$¢ jest ograniczona do jednej populacji komorek
progenitorowych [Geissler 1 wsp., 2000; Schwartz i wsp., 2001]. Uwaza si¢ rOwniez, ze takze
niektore witaminy, jak i1 ich pochodne maja duzy wptyw na hematopoezg, 1 moga wspotdziata¢ z
czynnikami wzrostowymi [Devine 1 wsp., 2003]. Np. pochodna witaminy D3, 1la,25
dihydroxywitamina D3 (VD3), odgrywa rol¢ czynnika indukujacego dojrzewanie monocytow i
makrofagéw [Grande 1 wsp., 2002]. Istotne jest takze st¢zenie czynnikéw oraz czas
zastosowania. Najpowszechniej znane sa metody ekspansji ex vivo komorek

macierzystych/progenitorowych w odpowiednich podtozach hodowlanych z dodatkiem surowic i
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wysokim st¢zeniem roznych cytokin i1 czynnikéw wzrostowych. Haylock i1 wsp. [1992]
stwierdzili, ze kombinacja SCF, IL-1, IL-3, IL-6, GM-CSF i G-CSF dodanych do hodowli
izolowanych z krwi obwodowej komoérek CD34" daje 1000 krotny wzrost liczby komoérek w
przeciagu 21 dni, wzrost wczesnych komorek uktadu krwiotworczego tworzacych in vitro
kolonie granulocytarno-makrofagowe (CFU-GM, Colony Forming Unit — Granulocytes and
Macrophages ) byt najwyzszy w 14 dniu hodowli (66 krotny) i utrzymywat si¢ do 21 dnia. Brak
jednego z tych czynnikow wplywat niekorzystnie na wyniki ekspansji. Zastosowanie G-CSF
i/lub GM-CSF wptywa na zwigkszenie catkowitej liczby komorek, natomiast zmniejsza si¢
liczba klonogennych komoérek potomnych [Brugger 1 wsp., 1995]. Kombinacja TPO i FLT-3L
umozliwia utrzymanie komoérek w hodowli in vitro przez 6 miesigcy i1 uzyskanie komorek
progenitorowych wszystkich linii hematopoetycznych [Piacibello i wsp., 1997]. Z kolei
Conneally i wsp. [1997] prowadzili 5-8 dniowa ekspansje¢ komoérek CD34 38" pochodzacych z
krwi pgpowinowej w bezsurowiczym podtozu hodowlanym z dodatkiem IL-3, IL-6, G-CSF,
FLT-3L, SCF, uzyskujac 100-krotny wzrost liczby komoérek tworzacych kolonie in vitro, oraz 4
krotny wzrost liczby komorek w LTC-IC (Long Term Culture Initiating Cell). Luens i wsp.
[1998] hodowali komorki CD34 Thy-1"Lin” pochodzace ze szpiku kostnego zdrowych dawcow
przez 6 dni w podtozu IMDM (Iscove Modified Dulbecco’s Medium) z 20% ptodowa surowica
bydleca (FBS, Foetal Bovine Serum) oraz IL-3, IL-6, LIF, TPO, SCF, FLT-3L. Oceniano liczbg
komorek, stopien zréznicowania (utratg¢ CD34) oraz zdolno$¢ do rekonstytucji u myszy z
ciegzkim zlozonym niedoborem odpornosci (SCID, Severe Combined Immunodeficiency).
Stwierdzono, ze SCF, FLT-3L i TPO sa czynnikami spelniajacymi najwazniejsza rol¢ w
ekspansji komoérek macierzystych, bowiem zwigkszaja proliferacj¢ komorek przy nieznacznym
ich réznicowaniu liniowym i zachowanych zdolnos$ciach rekonstytucji u myszy SCID.
Okreslenie warunkow pozwalajacych na podtrzymywanie samoodnawiania i ekspansje
ludzkich komoérek macierzystych wciaz pozostaje jednym z zasadniczych celow badan

eksperymentalne;j i klinicznej hematologii.

1.3. Komérki CD34"

Komérki CD34" stanowia populacje heterogenna komorek prekursorowych o réznym
stopniu zréznicowania. Macierzyste i progenitorowe komorki hematopoetyczne wykazuja
selektywna ekspresje determinanty CD34". Termin komoérka macierzysta okresla komoérke
posiadajaca wysoki potencjal proliferacyjny i1 zdolna wytworzy¢ komorki potomne wszystkich
linii hematopoetycznych [Smogorzewska i1 wsp., 1997]. Tylko niewielka czg$¢ sposréd komorek

CD34" krwi pepowinowej jest faktycznie macierzystymi komorkami hematopoetycznymi.



Oznaczenie kombinacji kilku markerow powierzchniowych (CD34, CD38, CD71, CD90)
pozwala na odréznienie komorek progenitorowych od macierzystych [Dorrell i wsp., 2000].
Najczeséciej uzywanym w tym celu markerem jest determinanta CD38, pozwalajaca na
odréznienie subpopulacji komoérek miodszych (CD34'CD38) od komoérek bardziej
zroznicowanych (CD34°CD38"). Okoto 90% komérek CD34" wykazuje koekspresje CD38"
[Testrapen i wsp. 1991]. Ekspresja CD38 na komoérkach CD34" jest §cisle zwiazana z
dojrzewaniem komoérek hematopoetycznych. Komoérki o fenotypie CD34'CD38 z krwi
pepowinowej sa mniej zalezne od komorek podscieliska anizeli analogiczne komorki ze szpiku
kostnego [Weekx i1 wsp., 1998]. Ta subpopulacja stymulowana cytokinami w plynnych
podtozach pozbawionych komoérek podscieliska zachowuje zdolno$¢ samoodnawiania przez
ponad 120 dni. Komorki te sa odpowiedzialne za pdzna odbudowe hematopoetyczna po
przeszczepie, a komorki ukierunkowane za wczesna [Charbord 1 wsp., 1992; Nicol 1 wsp., 1994].
W krwi pepowinowej komoérki CD34°CD38" wystepuja w wickszej proporcji niz w szpiku
kostnym i w mobilizowanej krwi obwodowej [Hao 1 wsp., 1995; de Wynter i wsp., 1999].

Inne determinanty takze uzywane do okre$lenia stopnia dojrzalosci komérek CD34" to
HLA-DR oraz CD117 (receptor c-kit). Zdolnos¢ do proliferacji komoérek CD34" jest zalezna od
wystgpowania CD117 oraz poziomu jego ekspresji na tych komorkach [Kope¢-Szlgzak 1 wsp.,
2001]. W krwi pepowinowej ponad 60% komoérek CD34" wykazuje koekspresjg CD117.
Komorki CD34" o niskiej ekspresji CD117 wykazuja najsilniejszy potencjal proliferacyjny
wérod komorek CD34" krwi pepowinowej [Sakabe i wsp., 1998]. Komorki CD34™ CD117"
najczesciej wykazuja takze ekspresje HLA-DR, natomiast komérki CD34 38 wykazuja niska
ekspresje HLA-DR [Hao i wsp., 1995]. Sposrod komérek CD34" krwi pepowinowej CD38'DR"
stanowia 3,43+2,12%, a 1,81+1,54% sa CD38 DR’ [Belvedere i wsp., 1999], podczas gdy w
mobilizowanej krwi obwodowej ten odsetek jest znacznie mniejszy, odpowiednio 0,24+0,18%
oraz 0,04+0,03% [Belvedere i wsp., 1999]. Na komoérkach CD34" krwi pepowinowe;
stwierdzono takze obecno$é¢ antygenu AC133. Komoérki CD34°ACI133" stanowia populacje
komoérek miodych [Hao 1 wsp., 2003]. Stwierdzono, ze takie komoérki krwi pgpowinowej
charakteryzuje wyzszy potencjal proliferacyjny, posiadaja zdolno$¢ do tworzenia dwukrotnie
wigkszej liczby kolonii CFU-GM 1 trzykrotnie wigkszej liczby kolonii erytroidalnych (BFU-E,
Burst Forming Unit - Erythroid) anizeli ich odpowiedniki w szpiku kostnym [Hao 1 wsp., 1995].
To moze thumaczy¢ mozliwo$¢ wykorzystywania tych komorek do przeszczepow, nawet gdy ich
ilo$¢ wydaje sig niewystarczajaca.

Komoérki hematopoetyczne CD34" krwi pepowinowej posiadaja zdolno§¢ migracji do

szpiku kostnego. Komorki podscieliska szpiku kostnego wydzielaja chemoking, tzw. czynnik



podscieliska szpiku kostnego (SDF-1, Stromal Cell Derived Factor), ktéra zwigksza zdolnosci
migracyjne tych komorek [Kopeé-Szlezak i wsp., 2001]. Na powierzchni macierzystych i
progenitorowych komoérek hematopoetycznych stwierdzono wystegpowanie receptora CXCR4
wiazacego SDF-1 [Lee 1 wsp., 1999; Peled 1 wsp., 1999]. Wykazano, ze o§ SDF-1 — CXCR4
bierze udzial w migracji komorek macierzystych oraz progenitorowych [Majka i wsp., 2000;
Peled i wsp., 1999]. W badaniach in vitro stwierdzono, ze najwigksza podatno$¢ na dziatanie
SDF-1 wykazuja komorki CD34" krwi pepowinowej, nieco mniejsza szpiku kostnego, a

najmniejsza komoérki CD34" krwi obwodowej [Voermans i wsp., 1999].

1.4. Zrédla komérek CD34" do ekspansji

Hematopoetyczne komorki macierzyste obecne sa w szpiku kostnym osobnikéw dorostych,
krwi obwodowej, narzadach ptodowych (watrobie i szpiku) oraz w krwi pgpowinowej [Wu i
wsp., 1999; To 1 wsp., 1997]. Najbogatszym zrédlem komorek macierzystych sa tkanki ptodowe.
W watrobie ptodowej odsetek komoérek CD34" wynosi 11,4% [Huang i wsp., 1998], a w
ptodowym szpiku kostnym 24,6% [Wu i wsp., 1999]. Jednak ze wzgledu na ograniczona
dostepnos¢ tych tkanek, ich wykorzystanie w transplantologii i w hematologii eksperymentalnej
jest ograniczone. Najdluzej wykorzystywanym w transpanstologii zZrédtem hematopoetycznych
komoérek macierzystych/progenitorowych jest szpik kostny [Culter i wsp., 2004]. Czasami
dawcami szpiku kostnego sa dzieci, wowczas liczba komoérek mozliwa do uzyskania jest
znacznie ograniczona [Sanders i wsp., 1987]. Ostatnio coraz czgsciej do przeszczepodw
wykorzystuje si¢ takze mobilizowana krew obwodowa. Ilo§¢ wczesnych komorek
hematopoetycznych we krwi obwodowej zwigksza si¢ pod wptywem réznych tak zwanych
,,czynnikow mobilizacyjnych”, ktére powoduja ich przemieszczenie ze szpiku kostnego do krwi
[Broxmeyer i wsp., 1996]. Jest to mniej inwazyjna metoda pozyskiwania materialu do
przeszczepu, a takze odbudowa ukladu krwiotwdrczego jest szybsza niz po przeszczepieniu
szpiku kostnego (co znacznie skraca szczegélnie niebezpieczny dla biorcy okres neutropenii)
[Culter i wsp., 2004]. Od czasu kiedy wykryto w krwi pgpowinowej obecno$¢ licznych komorek
macierzystych 1 ukierunkowanych krwiotworzenia, wzrosto zainteresowanie tym materiatem
jako zrodtem komorek do transplantacji [Broxmeyer i wsp., 1989]. Po raz pierwszy krew
pepowinowa do przeszczepu uzyto w roku 1990 w anemii Fanconiego u dziecka [Gluckman i
wsp., 1989]. Krew pgpowinowa bardziej przypomina szpik kostny niz krew obwodowa 0sob
dorostych, albowiem odsetek komorek posiadajacych na swej powierzchni determinantg CD34
wynosi w niej 0,02-1,43% [Hao 1 wsp., 1995]. Jest to warto$¢ bardziej zblizona do tej, jaka
charakteryzuje szpik kostny (1-5%) niz niemobilizowana krew obwodowa (<0,01%) [Engel 1
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wsp., 1999; Tarach i wsp., 1999]. W poréwnaniu z komoérkami macierzystymi szpiku kostnego
dorostego cztowieka, cecha wyr6zniajaca komorki krwi pgpowinowej jest takze znacznie wyzszy
potencjat repopulacyjny, duza zdolnos¢ do proliferacji i tworzenia wigkszej liczby koloni w
hodowlach in vitro, [Hao 1 wsp., 1995; Machaj i wsp., 2002]. Badajac komorki krwi
pepowinowej w hodowlach dlugoterminowych Petengell 1 wsp. stwierdzili, ze poziom LTC-IC
jest porownywalny ze szpikiem kostnym [ Petengell i wsp., 1994]. Inne doniesienia méwia o
czestszym wystgpowaniu we krwi pgpowinowej komoérek LTC-IC niz w szpiku kostnym
[Kinnburg 1 wsp., 1993], czy mobilizowanej krwi obwodowej [Wang 1 wsp., 1997], a takze
czgstszym wystgpowaniem komorek zdolnych do wszczepienia u myszy SCID, tzw. SRC (SCID
Mice-Repopulating Cells) [Wang i wsp., 1997]. Krew ta jest latwo dostgpna jako materiat
pozostajacy w naczyniach pgpowiny i tozyska po porodzie i pozyskanie jej (po porodzie) nie
stanowi zadnego zagrozenia zycia, czy zdrowia dla matki czy plodu i1 nie budzi zastrzezen
etycznych. Najwigksza jednak niedogodno$cia i ograniczeniem wykorzystywania krwi
pepowinowej do transplantacji jest stosunkowo nieduza objgtos¢ pozyskiwanej krwi
pgpowinowej, a zatem 1 iloSci komorek. Jest to istotne, bowiem szybkos$¢ odnowy
hematologicznej po przeszczepie jest bezposrednio zwigzana z liczba komdrek macierzystych
zawartych w materiale transplantacyjnym [Knopinska-Postuszny i wsp., 1997; Fu i wsp., 2002].
Stad tez zalezna od cytokin ekspansja komoérek moglaby pozwoli¢ na zwigkszenie liczby
hematopoetycznych komoérek krwi pgpowinowej, a co za tym idzie skrocenie czasu neutropenii
jak 1 odnowy uktadu odpornosci po przeszczepie.

Wiadomo, ze stymulacja komorek macierzystych krwi pgpowinowej przez czynniki
wzrostowe promujaca megakariopoez¢ daje w ukladzie in vitro efekty znaczaco lepsze od
otrzymywanych z analogicznych komoérek krwi obwodowej lub szpiku kostnego [Van den
Oudenrijn 1 wsp., 2000]. Wykazano takze, ze ta sama kombinacja cytokin moze réznie dziata¢ w
zaleznoéci od zrédta komorek poddawanych ekspansji. Komorki CD34" pochodzace z krwi
obwodowej oraz ze szpiku kostnego odpowiadaja na stymulacj¢ TPO i IL-1 wzrostem liczby
dojrzatych i niedojrzatych megakariocytéw, natomiast kombinacja TPO i1 IL-3 w przypadku
komoérek CD34" pochodzacych z krwi pepowinowej daje wyzszy wzrost liczby megakariocytow
niz w przypadku krwi obwodowej 1 szpiku kostnego [Van den Oudenrijn i wsp., 2000].

Komorki macierzyste krwi pgpowinowej moga by¢ takze uzyte w terapii genowe;.
Przenoszenie gendow do macierzystych komoérek krwiotworzenia, a nastgpnie przeszczepianie
tych komoérek choremu, moze stanowi¢ nowa metodg leczenia wielu wrodzonych chordb
hematologicznych 1 immunologicznych, jak np. hemoglobinopatie, choroby spichrzeniowe,

choroby metaboliczne, defekty leukocytarne i niedobory immunologiczne [Smogorzewska i
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wsp., 1996]. Pierwszy przeszczep autologicznych komoérek CD34" krwi pepowinowej z
wprowadzonym prawidlowym genem kodujacym deaminazg adenozyny przeprowadzono
podajac komorki 3 noworodkom z SCID [Kohn i wsp., 1996]. Autologiczne komorki
macierzyste krwi pgpowinowej moga by¢ transdukowane transgenem i uzyskaniem dtugotrwatej

ekspansji.

1.5. Izolacja komérek CD34"

Komérki CD34" izoluje si¢ z populacji komoérek jednojadrzastych krwi. Poczatkowo
metody ich izolacji byly oparte na cechach fizycznych charakterystycznych dla tych komorek jak
gestos¢ 1 wielko$¢ [Tarach 1 wsp., 1999]. Wykorzystywano np. metod¢ wirowania
przeciwpradowego do wzbogacenia wczesnych frakcji komoérek progenitorowych. Obecnie
frakcje komorek jednojadrzastych krwi pepowinowej mozna uzyska¢ wirujac krew w gradiencie
stezen wielocukréw 1 ditriozoatu [Pick 1 wsp., 2002], wykorzystujac sedymentacje w roztworze
zelatyny [Nagler i wsp., 1993] lub skrobii hydroksyetylenowej [Rubinstein i wsp., 1995] oraz z
zastosowaniem roztworow hipotonicznych powodujacych lizg¢ erytrocytow [Denning i wsp.,
1996].

Odkrycie determinanty CD34 bylo przelomowym momentem dla rozwoju metod izolacji
wczesnych komorek hematopoetycznych. Wykorzystanie technik separacji z uzyciem
przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko CD34 umozliwilo izolacj¢ wczesnych
komorek hematopoetycznych od komoérek bardziej dojrzatych. Przeciwciata te moga by¢
koniugowane z kuleczkami paramagnetycznymi (MiniMacs, StemCell, Dynabeads), biotyna
(CellPro) badz fluorochromami. Komorki wyznakowane przeciwciatami izoluje si¢ nastgpnie za
pomoca pola magnetycznego (MiniMacs, StemCell, Dynabeads), kolumn awidynowych
(CellPro), badz cytometrow przeptywowych (komoérki znakowane fluorochromami) [Pafumi 1
wsp., 2002; Kimura 1 wsp., 2003]. Obecnie ekspansji poddaje si¢ takze bardziej
wyselekcjonowane populacje komérek, np. CD34738 [Flores-Guzman i wsp., 2005; Ng i wsp.,
2002], CD34'Thy-1"Lin" [Luens i wsp., 1998] CDI133" [Ruzicka i wsp., 2004] oraz
CD34°CD133" [Hao i wsp., 2003]

1.6. Proby kliniczne zastosowania komérek CD34" poddanych ekspansji ex vivo
Dotychczasowe proby ekspansji komérek CD34" do celéow klinicznych prowadzity do

zwigkszenia liczby komoérek podtrzymujacych krotkotrwata odbudowe uktadu krwiotworczego

po przeszczepie celem skrocenia okresu neutropenii. Do tej pory brak jest jednak

przekonywujacych danych dotyczacych ekspansji komorek macierzystych charakteryzujacych
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si¢ zdolno$cia do dhlugotrwalej repopulacji (long term repopulating cells). Probowano takze
okresli¢, czy neutropenia moze by¢ skrocona poprzez dodanie do materiatu przeszczepowego
komorek CD34" poddanych ekspansji. Prowadzone do tej pory badania dotyczyty roznych zrodet
komorek poddawanych ekspansji (mobilizowana krew obwodowa, szpik kostny, krew
pepowinowa), a takze warunkéw hodowli (poczawszy od kombinacji cytokin, poprzez dodatek
lub nie surowicy, czas trwania hodowli, r6znej liczby komodrek wyjsciowych, a takze dodatek
komorek podscieliska).

Pierwsze proby przeszczepiania komoérek poddanych ekspansji ex vivo prowadzono na
zwierzgtach. Po udanych eksperymentach na myszach [Spooncer i wsp., 1983] w 1983 roku
Dexter przeprowadzil probg podania pacjentom z ostra biataczka szpikowa szpiku kostnego
hodowanego 10 dni in vitro [Chang i wsp., 1986]. Podobne badania przeprowadzono u
pacjentow z przewlekla biataczka szpikowa [Barnett i wsp., 1989]. Te proby wykazaty, ze jest
mozliwe podanie pacjentom komorek hodowanych poza ustrojem i ze nie wywotuje to zadnych
efektow ubocznych, jakkolwiek odbudowa hematologiczna jest opézniona [Emmerson i wsp.,
1996]. Podanie 20 pacjentom z réznymi chorobami hematologicznymi allogenicznego szpiku
kostnego, z ktorego 1/3 komoérek hodowano in vitro 4 dni w obecnosci GM-CSF i IL-3 nie
przyspieszyto odbudowy hematopoetycznej w poréwnaniu do 40 pacjentdow ktorym
przeszczepiono allogeniczny szpik kostny niepoddany ekspansji [Naparstek 1 wsp., 1992].

W kolejnych probach podano 10 pacjentom z zaawansowana choroba nowotworowa
komorki CD34" pochodzace z mobilizowanej krwi obwodowej, ktore byty hodowane 12 dni in
vitro. 6 z nich otrzymato wylacznie komorki uzyskane z ekspansji w obecnosci SCF, IL-1, IL-3,
IL-6, EPO, a 4 pacjentom podano je lacznie z mobilizowana krwia obwodowa. Chociaz u
pacjentdow obserwowano szybka odnowe¢ hematologiczna, to jednak nie zauwazono istotnych
roznic w poréwnaniu do historycznych kontroli [Brugger 1 wsp., 1995].

Kolejna grupa badaczy wyizolowata komorki CD34" z mobilizowanej G-CSF krwi
obwodowej 9 pacjentow z rakiem piersi. Po 12 dniach hodowli w podtozu X-VIVO 10 w
obecnosci 1 % albuminy ludzkiej i PIXY 321 (GM-CSF/IL-3) uzyskano 26 krotny wzrost liczby
komoérek. Podano je pacjentom w ilosci 44,6x10° komorek/kg masy ciata. Nie zauwazono
efektow ubocznych, natomiast czas odbudowy hematologicznej byt zadawalajacy [Williams 1
wsp., 1996]. Podanie chorym z rakiem piersi autologicznych komérek CD34" wyizolowanych z
mobilizowanej G-CSF krwi obwodowej, poddanych 10 dniowej ekspansji w podtozu IMDM z
dodatkiem SCF, G-CSF 1 czynnika wzrostu stymulujacego tworzenie in vitro kolonii
megakariocytarnych (MGDF, Megakaryocyte Growth and Development Factor) prowadzito do

skrdocenia czasu odbudowy uktadu granulacytarnego o 3-4 dni, nie zauwazono natomiast wptywu
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na odbudowg ptytek [McNiece 1 wsp., 2000a]. Opisano przeszczepienie autologicznych komorek
CD34" poddanych 9 dniowej ekspansji w podtozu IMDM z 1% ludzka albuming i G-CSF, SCF i
MGDF, pochodzacych z mobilizowanej krwi obwodowej 24 pacjentdw z rakiem piersi [Paquette
1 wsp., 2000]. Stwierdzono skrdcenie czasu odbudowy granulocytarnej 1 ptytkowej oraz
zmniejszenie liczby przetoczen masy erytrocytarnej w poroOwnaniu z przeszczepieniem komorek
pochodzacych z mobilizowanej krwi obwodowej. Komorki poddane ekspansji in vitro podawano
réwniez chorym ze szpiczakiem mnogim wraz z autologiczna mobilizowana krwia obwodowa.
W kazdym produkcie aferezy oznaczano liczbe komoérek CD34" i nadmiar (powyzej 2x10°
komoérek CD34"/kg/m.c.) poddawano ekspansji. Zaobserwowano znaczace skrocenie czasu
neutropenii <500/ul do 2 dni [Reiffers i wsp., 1999]. Inne badania dotyczyty ekspansji komorek
CD34" hodowanych w obecnosci komoérek podscieliska szpiku kostnego [Stiff i wsp., 2000;
Engelhardt 1 wsp., 2001]. Badania mialy na celu sprawdzenie, czy niewielkie iloSci
autologicznego szpiku kostnego hodowane in vitro sa w stanie doprowadzi¢ do odbudowy
uktadu hematopoetycznego po chemioterapii stosowanej w wysokich dawkach. Pacjentom z
rakiem piersi przeszczepiano szpik kostny (9-12x10° komoérek) hodowany 12 dni w obecnosci
FLT-3L, EPO 1 PIXY321 w bioreaktorach zawierajacych komorki podscieliska szpiku kostnego.
Zauwazono zmniejszenie zawartosci komorek nowotworowych w materiale po ekspansji, czas
odbudowy hematologicznej byt poréwnywalny z tym jaki uzyskuje si¢ przy przeszczepie 1000-
1500 ml szpiku kostnego.

Podsumowujac, dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze mozliwe jest namnozenie ex vivo
komoérek hematopoetycznych 1 podanie ich pacjentom. Pomimo braku objawow ubocznych nie

zauwazono jednak znaczacego skrocenia czasu odbudowy hematologicznej po przeszczepie.

1.7. Monocyty czlowieka — charakterystyka i proby pozyskiwania do celow
doswiadczalnych i klinicznych.

W poréwnaniu do komorek linii megakariocytowej czy erytrocytarnej brak danych
dotyczacych metod uzyskiwania z komoérek CD34" komorek uktadu fagocytéw jednojadrzastych
(monocytow/makrofagéw). Monocyty krwi obwodowej wywodza si¢ ze wspdlnej dla linii
mieloidalnej komorki progenitorowej (CFU-GM), w szpiku kostnym réznicuja si¢ do
monoblastow i1 promonocytow, ktore stanowia komorki wyjsciowe dla monocytow krazacych w
krwioobiegu (okres pottrwania 72 godziny), ktére z kolei opuszczajac lozysko naczyniowe
stanowig prekursory makrofagéw tkankowych (makrofagi ptucne, otrzewnowe, $ledzionowe,
mikrogleju, komodrki Kupffera, itp.). Migracja z ukladu krazenia 1 rdéznicowanie w

mikrosrodowisku tkankowym zwiazane sa ze zmianami funkcjonalnymi monocytéw i podlegaja
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regulacji przez liczne cytokiny i czynniki wzrostowe [Douglas i Musson, 1986; Brugger i wsp.,
1991a; Valledor wsp., 1998]. W odpowiednio dobranych warunkach hodowli in vitro monocyty
izolowane z krwi obwodowej cztowicka wykazuja takze zmiany fenotypowe i funkcjonalne
charakterystyczne dla dojrzatych makrofagdéw tkankowych i komorek dendrytycznych [Vincent 1
wsp., 1992; Tsai 1 wsp., 1992; Banchereau 1 wsp., 2000]. Monocyty posiadaja zdolnos¢ do
fagocytowania i zabijania wewnatrzkomorkowego drobnoustrojow, pod wpltywem czynnikéw
stymulujacych produkuja reaktywne formy tlenu i azotu (ROI/RNI, reactive oxygen/nitrogen
intermediates), uwalnianiaja szerokie spektrum cytokin jak np. czynnik martwicy nowotworow
(TNF, Tumour Necrosis Factor), interferony a 1 B (IFN a 1 pB), IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18
oraz liczne czynniki wzrostowe i chemokiny, jak ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF, Platelet
Derived Growth Factor), czy czynnik wzrostu srodbtonka naczyn (VEGF, Vascular Endothelial
Growth Factor), biatko zapalne makrofagow (MIP1la, Macrophage Inflammatory Protein-1a),
biatko chemotaktyczne dla monocytow (MCP1, Monocyte Chemoattractant Protein-1). Posiadaja
takze zdolno$¢ do prezentacji antygendéw limfocytom T. Do chwili obecnej zidentyfikowano
ponad 120 czynnikdéw rozpuszczalnych produkowanych przez monocyty i makrofagi, ktére biora
udziat w roéznych reakcjach immunologicznych i zapalnych w odpowiedzi organizmu na
zakazenia 1 nowotwory [Cavaillon i wsp., 1994; Ross 1 wsp., 2002]. Biologicznie aktywne
czynniki produkowane przez monocyty/makrofagi w obrgbie nowotworu moga prowadzi¢ do
niszczenia komorek nowotworowych, ale takze by¢ zrodlem czynnikow wzrostowych. Podjete
proby dozylnych wlewéw rekombinowanych cytokin lub syntetycznych analogow dwupeptydu
muramylowego (w formie wolnej jak i liposomach) w celu aktywacji krazacych w krwioobiegu
monocytow do odpowiedzi przeciwnowotworowej, nie przyniosty zadawalajacych efektow
[Fidler i wsp., 1986]. Badania kliniczne polegaly na izolacji monocytow z krwi obwodowe;j
pacjentow, ich aktywacji in vitro przez IFNy, lipopolisacharyd (LPS), a nastgpnie systemowym,
badZ miejscowym ich podaniu pacjentom [Andreesen i wsp., 1998]. Jednak mimo braku
objawow ubocznych, efekty terapeutyczne byly raczej ograniczone [Brugger i wsp., 1991b;
Andreesen i wsp., 1991; Faradji i wsp., 1991].

Monocyty krwi obwodowe] wykazuja znaczna heterogenno$¢ zaréwno pod wzgledem
morfologicznym, immunofenotypowym , jak i funkcjonalnym. Monocyty wykazuja rdznice w
ekspresji CD64 [Zembala 1 wsp., 1984; Grage-Griebenov i wsp., 1993; 2000; 2001a; 2001b],
CD14 i CD16 [Grage-Gribenow i wsp., 1993; Passlick i wsp., 1989; Ancuta i wsp., 2003], CD33
[Thomas i1 Lipsky 1994], oraz ITLI1 i ITL3 (immunoglobulin-like transcript receptors) [Cella i
wsp., 1999]. Ze wzgledu na obecno$s¢ CD16 w obrebie populacji monocytow wyrdznia sig:

komérki o silnej ekspresji determinanty CD14 (subpopulacja CD14", tzw. ,klasyczne
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monocyty”’) oraz komoérki o slabszej ekspresji CD14 przy jednoczesnej ekspresji CD16
(subpopulacja CD147/CD16") [Ziegler-Heitbrock i wsp., 1996; Weber i wsp., 2000; Szafarska i
wsp., 2004], ktore u oséb zdrowych stanowia okoto 9+/-5% monocytow. Sposrod monocytow
CD16" mozna wyrdzni¢ komorki CD14"'CD64" i CD14"°¥CD64" [Grage-Gebrienow i wsp.,
2001a]. Inne badania doprowadzity do wyrdznienia 3 subpopulacji monocytéw CD14CDI16’,
CD147CD16" oraz CD14°CD16", ktére w krwi obwodowej wynosza odpowiednio 85,5+6,2,
3,6+1,5 oraz 6,7+3,0% [Ancuta i wsp., 2003]. Ukazaty si¢ takze doniesienia méwiace o 5
subpopulacjach monocytéw krwi obwodowej CD14CDI16CD64", CDI14 "CD16 CD64",
CD14%™CD16'CD45%, CD14“™CD33""CD16™ oraz CD147CD56" [Rothe i wsp., 1996].
Jednakze funkcja tych zadkich subpopulacji monocytéw, nie jest do konca poznana, wiadomo
natomiast, ze subpopulacja CD14" 'CD16" wiaze enzymatycznie degradowane LDL [Kapinsky i
wsp., 2001]. Stwierdzono takze, ze mozliwe jest uzyskanie komérek CD14°CD16™ poprzez
hodowle in vitro monocytow krwi obwodowej w obecnosci GM-CSF, IL-4, IL-10. Komorki te
charakteryzuje ekspresja markeréw komoérek dendrytycznych: CD40, CD80, CD86, HLA-DR,
CDl11b, CDl1c, CD18, CDla, CD83 [Ancuta i wsp., 2000; Li i wsp., 2004].

W poréwnaniu do monocytéow CD14"™, komoérki CD14"/CD16" sa mniejsze, wykazuja
wyzsza ekspresj¢ HLA-DR oraz mniejsza zdolno$¢ do adherencji i fagocytozy [Ziegler-
Heitbrock 1 wsp., 1993; Ziegler-Heitbrock 1996]. Cechuja si¢ wysoka cytoplazmatyczna
ekspresja i1 produkcja TNF oraz: IL-1p, IL-6, IL-12 1 IL-8, natomiast niewielka produkcja IL-10
po stymulacji LPS, lipoarabinomannanem lub komoérkami nowotworowymi [Almeida i wsp.,
2001; Frankenberger i wsp. 1996; Sadeghi i wsp. 1999; Belge i wsp. 2002; Szaflarska i wsp.,
2004]. Subpopluacja CD14/CD16" charakteryzuje si¢ wyzsza ekspresja CD11ai CD11c i CD18
[Almeida 1 wsp., 2001], natomiast ekspresja CD11b jest na tych komorkach nizsza [Emminger i
wsp., 2001; Almeida i wsp., 2001], co moze wplywa¢ na mniejsza zdolnos¢ do fagocytowania
opsonizowanych bakterii. Komorki CD16"/HLA-DR/CD14™™ wykazuja wyrazna aktywnosé
fagocytarna i oksydacyjna, mimo braku aktywnos$ci mieloperoksydazy, a-naftyl acetoesterazy i
lizozymu [Almeida i wsp., 2001]. Monocyty CD14"/CD16" wykazuja wyzsza ekspresje bardzo
pdznego antygenu-4 (VLA-4, Very Late Antigen-4, CD49d/CD29), co wskazuje na ich wigksza
zdolnos$¢ do przylegania do $rodbtonka naczyniowego i tworzenia puli komorek przysciennych
[Passlick i wsp., 1989; Ziegler-Heitbrock i wsp., 1993]. Komérki CD16"/HLA-DR/CD147%™
wykazuja nizsza ekspresj¢ CD64, CD29, CD32, CD33, CD38, CD35, CD55 [Almeida 1 wsp.,
2001; Tanaka i wsp., 1999], natomiast wyzsza ekspresje CD45, CD45RA, CD54, CD86, CD116
i CD123, w poréwnaniu do monocytéw CD14/CD16 [Almeida i wsp., 2001]. Monocyty
CD147/CD16" wykazuja wyzsza ekspresje receptora CCRS dla chemokin RANTES i MIP-1a,
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podczas gdy monocytach CD14"" receptora CCR2 (MCP-1) [Weber i wsp., 2000]. Subpopulacja
CD147/CD16" wykazuje réwniez wyzsza ekspresje¢ TLR-2 (Toll Like Receptor) w poréwnaniu
do ,klasycznych” (CD14™") monocytéw [Belge i wsp., 2002]. Monocyty CDI14"/CD16"
posiadaja wigc charakterystyke fenotypowa komorek prozapalnych. Niska ekspresja CDI11b i
CD33 oraz wyzsza MHC klasy II wskazuje na wigkszy stopien dojrzatosci komorek
CD147/CD16". Monocyty CD14"/CD16" wykazuja podobienstwo do makrofagéw plucnych pod
wzgledem ekspresji molekut powierzchniowych oraz spektrum produkowanych cytokin, a w
zakresie funkcjonalnym komorki te odpowiadaja monocytom CD64" [Zembala i wsp., 1984;
Ziegler-Heitbrock i wsp., 1993]. W obrebie komérek CD147/CD16" wystepuja prekursory
komorek dendrytycznych (DC, Dendritic Cells) identyfikowane przeciwciatem M-DCS [Siedlar i
wsp., 2000]. Monocyty M-DC8 stanowia ok. 40% komoérek CD14"/CD16" i stanowia komorki
prekursorowe dla DC o wysokiej ekspresji HLA klasy I 1 II [Almeida i wsp., 2001].

Monocyty reguluja procesy zapalne poprzez produkcje transformujacego czynnika wzrostu
(TGF-B, Transforming Growth Factor), ktory powoduje zahamowanie proliferacji i aktywnos$ci
limfocytéw w miejscu zapalenia, a wraz z IL-1, TNF i PDGF bierze udzial w procesach
naprawczych tkanek. Regulacja procesu zapalnego moze si¢ takze odbywac poprzez produkcje
inhibitorow enzymdéw ograniczajacych proces zapalny (o2-makroglobulina, al-antyproteaza).
Wybuch tlenowy, ktéry zachodzi w monocytach podczas fagocytozy, odgrywa istotna rolg w
zabijaniu wewnatrzkomorkowym mikroorganizméw. Istnieja doniesienia, ze odsetek monocytow
CD14°CD16" ro$nie u chorych z posocznica lub we wstrzasie septycznym [Blumenstein i wsp.,
1997; Skrzeczynska i1 wsp., 2002]. Podobne obserwacje dotycza pacjentow z ostrymi lub
przewleklymi zakazeniami oraz niektorych pacjentow z choroba nowotworowa [Ziegler-
Heitbrock i wsp., 1996; Saleh i wsp., 1995]. Monocyty i makrofagi sa gtownym zrédlem
prozapalnego TNF oraz wykazujacej silne dziatanie przeciwzapalne IL-10. Te dwie cytokiny
odgrywaja istotna role¢ w regulacji proceséw zapalnych zwiazanych z zakazeniami
drobnoustrojami chorobotwoérczymi jak i1 z rozrostem nowotworowym.

Wiele obserwacji wskazuje na istotna rolg monocytoéw/makrofagow w odpowiedzi
gospodarza na rozwijajacy si¢ nowotwor. [Leek 1 wsp., 1996; Mantovani 1989; Zembala i
Asherson 1989]. Monocyty/makrofagi naciekajace nowotwor, moga zar6wno hamowac jak i
wzmaga¢ wzrost nowotworéw co okreslane jest pojgciem ,,macrophage balance” [Balkwill i
wsp., 2001]. Makrofagi stanowia zasadnicza komponent¢ nacieku komérkowego w wielu typach
nowotworow [Mantovani i wsp., 1990; 1992; Leek 1 wsp., 1996; van Ravenswaay i wsp., 1992].
Poza prezentacja antygenéw zwiazanych z guzem, reguluja funkcje limfocytéw pomocniczych

oraz cytotoksycznych, i innych komoérek nie wchodzacych w sktad uktadu immunologicznego, a

17



obecnych w nacieku okotonowotworowym lub podscielisku guza. Monocyty/makrofagi dziataja
jako komorki efektorowe niszczace komoérki nowotworowe na drodze bezposredniej i zaleznej
od przeciwciat cytotoksyczno$ci. Mechanizmy niszczenia komoérek nowotworowych zwiazane sa
z sekrecja proteaz obojetnych, aktywacja komorek NK, produkcja ROI 1 RNI a takze niektorych
cytokin, np. TNF, IL-12. In vitro bezposrednia stymulacja monocytow niektorymi komoérkami
nowotworowymi prowadzi do indukcji produkcji TNF [Zembala i wsp., 1993], RNI [Zembala i
wsp., 1994a; Siedlar i wsp., 1999] 1 ROI [Mytar i wsp., 1999]. Do indukcji wymienionych
czynnikéw cytotoksycznych wymagany jest kontakt pomiedzy komorkami, a w przekazywaniu
sygnatlu do ich produkcji bierze udziat CD44 1 HLA-DR [Zembala i wsp., 1994b]. U chorych z
réznymi typami nowotwordw, obserwowano wzmozong spontaniczna, jak i indukowana LPS lub
komoérkami nowotworowymi produkcje TNF przez monocyty [Zembala i wsp., 1988; 1994b].
Wykazano takze, ze r6zne komorki nowotworowe rdznia sie¢ zdolnoscia do stymulacji produkcji
TNF przez monocyty [Mytar i wsp., 2003]. Gtéwna populacja monocytow produkujacych TNF
w odpowiedzi na stymulacje LPS lub komérkami nowotworowymi sa komoérki CD147/CD16"
[Frankenberger i wsp., 1996; Szaflarska i wsp., 2004].

Wykorzystanie potencjatu efektorowego monocytow/makrofagow wymaga ich aktywacji
in vitro. Postgp w badaniach klinicznych nad zastosowaniem monocytéw/makrofagéow jest
limitowany ograniczona dostgpnoscia tych komorek do badan. W chwili obecnej uzyskuje si¢ je
z krwi obwodowej dawcow lub prébuje si¢ je zastgpowaé liniami nowotworowymi
wyprowadzonymi z komoérek tego uktadu (linie THP-1, UT-7, Mono Mac) w badaniach
doswiadczalnych. Najcze$ciej stosowana procedura do celow doswiadczalnych jest izolacja
monocytow na zasadzie adherencji po izolacji komorek jednojadrzastych w gradiencie st¢zen
dirtizoatu/wielocukrow [Benett i wsp., 1994]. Metoda ta, chociaz stosunkowo prosta, obarczona
jest bledami wynikajacymi z zanieczyszczenia limfocytami, a takze prowadzi do aktywacji
monocytow, ktora zachodzi w trakcie izolacji [Benett 1 wsp., 1994]. Alternatywne metody to
sortowanie immunomagnetyczne, ktore jednak wymaga specjalistycznego sprzetu oraz duzej
objetosci krwi pobranej od dawcy lub przeciwpradowe wirowanie z zastosowaniem komoér do
elutriacji [Siedlar 1 wsp., 1999; Mytar 1 wsp., 1999]. Poniewaz monocyty stanowia tylko 3-8%
leukocytow krwi obwodowej, to uzyskanie wystarczajacej ich liczby wiaze si¢ z pobraniem
duzej objetosci krwi.

Biorac wszystko powyzsze pod uwage wydaje sig, ze opracowanie wydajnej metody
namnazania w hodowlach ex vivo monocytéw z progenitorowych komorek hematopoetycznych
umozliwitoby w sposob wydajny i ekonomiczny uzyskiwanie monocytow do badan. Komorki

takie moglyby rowniez potencjalnie znalez¢ zastosowanie w klinice w rdznych formach
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immunoterapii adoptywnej lub terapii genowej. Monocyty/makrofagi mogtyby by¢ uzyte jako
nos$niki transgenow skonstruowanych do celow terapeutycznych. Poniewaz jednak sa to komorki
nieproliferujace, to ograniczona jest mozliwo$¢ wykorzystania wigkszosci wektoréw jako
no$nikéw gendw terapeutycznych, stad transfekcja komorek CD34", a nastepnie ich proliferacja
1 roznicowanie do monocytéw/makrofagéw mogtaby rozwigza¢ ten problem [Burke i wsp.,
2002].

Opracowano juz szereg biotechnologii/protokoléw pozyskiwania DC z komoérek CD34+,
ktore wykorzystywane sa tak do celow badawczych jak i klinicznych, to do chwili obecnej brak
metodologii pozwalajacych na uzyskanie dojrzatych monocytéw w znaczacych ilosciach celem
zastosowania do badan i ewentualnej immunoterapii. Znaczne heterogennosci monocytow i
wystgpowanie ich roznych subpopulacji o r6znej aktywanosci biologicznej i roli fizjologicznej
odzwierciedla ich rozne stadia rozwojowe. Ma to istotne implikacje dla opracowania nowych
strategii terapeutycznych nacelowanych na modyfikacj¢ funkcji poszczegdlnych subpopulacji
monocytow lub uzyskiwanie subpopulacji o $cisle okreslonej aktywnosci biologicznej [Gordon i

Taylor, 2005].
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2. ZALOZENIA I CELE PRACY.

Poniewaz hematopoetyczne komoérki macierzyste moga w warunkach in vitro réznicowaé
si¢ w kierunku granulocytow, erytrocytow czy megakariocytow zatozono, iz winno to dotyczy¢
takze rdéznicowania w kierunku monocytow. Wobec braku takiej metodologii opracowano
protokot zbadania r6znych metod pozwalajacych docelowo na uzyskanie monocytow.

2.1. Cele ogolne.
Celem pracy bylo opracowanie metodologii ekspansji i réznicowania ex vivo ludzkich
monocytdéw z hematopoetycznych komérek progenitorowych CD34".
2.2. Cele szczegotowe.
v' Okreslenie optymalnych metod izolacji komérek CD34" poprzez zbadanie:
o liczby komorek po izolacji,
o odsetka komorek CD34",
o klonogennosci izolowanych komorek,
o chemotaksji izolowanych komoérek do SDF-1.
v' Okreslenie optymalnych warunkéw ekspansji komoérek CD34", poprzez zbadanie wplywu:
o r6znych podtozy hodowlanych,
o dodatku surowic,
o zrodta komorek CD34",
0 czasu trwania hodowli,
na liczbe komorek, odsetek komoérek CD34" i stopien ich zréznicowania liniowego.
v" Ocena funkcjonalna uzyskanych w wyniku ekspansji komorek CD34" poprzez zbadanie ich
zdolno$ci repopulacyjnej u myszy SCID.
v Okreslenie  optymalnych  warunkéw  roznicowania  hematopoetycznych — komorek
progenitorowych CD34" do monocytéw/makrofagéw poprzez zbadanie wptywu:
o roznych podtozy hodowlanych,
o dodatku surowicy,
o kombinacji cytokin i czynnikéw wzrostowych,
0 czasu trwania hodowli,
na liczbg komorek oraz odsetek komérek CD14".
v Ocena funkcjonalna uzyskanych monocytow poprzez zbadanie ich zdolno$ci do:
o fagocytozy,
o produkcji cytokin i ROI,
o stymulacji allogenicznych limfocytow (allo-MLR, allogenic mixed lymphocyte

reaction).
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3. MATERIAL I METODY.

3.1. Pozyskiwanie krwi pepowinowej, szpiku kostnego, mobilizowanej krwi obwodowej.
Badania przeprowadzono na komorkach krwi pepowinowej uzyskanych od 70 rodzacych.
Wszystkie probki zostaly pobrane tzw. metoda otwarta po urodzeniu i odpgpnieniu noworodka.
Po urodzeniu si¢ tozyska, pgpowing doktadnie odkazano 70% alkoholem etylowym, krew sitami
grawitacji sptywata do sterylnych butelek zawierajacych 20 ml roztworu antykoagulantu
(cytrynian sodu). Do momentu dalszej preparatyki krew przechowywano w temperaturze
pokojowej. Srednia objeto$¢ uzyskiwanej krwi wynosita 46,5+26ml, érednia liczba
uzyskiwanych komoérek jednojadrzastych 92,4+75x10°, a érednia liczba komoérek CD34"
0,84+0,5x10°. Szpik kostny uzyskano od 5 dawcoéw narzadowych (wspolpraca z Dziekanem
Wydzialu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie - prof. dr hab. med.
Bogustawem Machalinskim). Komorki hematopoetyczne z krwi obwodowej uzyskiwano droga
aferezy poprzedzonej cyklami chemioterapii z nastgpowym podaniem czynnika wzrostu (G-
CSF) 5 dzieciom hospitalizowanym w Os$rodku Przeszczepiania Szpiku Kostnego USD w
Krakowie. Aferezy przeprowadzono przy uzyciu separatora komorkowego (Fenwal CS 300,
Baxter, Deerfield, IL). Mobilizowana krew obwodowa uzyskiwano przy okazji pobierania
probek materiatu do badan diagnostycznych 1 wykorzystywano materiat pozostaty po wykonaniu

badan.

3.2.1zolacja komérek CD 34",

Komorki krwi pgpowinowej zawieszone w roztworze antykoagulantu rozcienczano buforze
fosforanowym (PBS, Phosphate Buffer Saline) (Gibco, Wielka Brytania) w stosunku 1:1 i
nawarstwiano na gradient gestosci (Ficoll-Histopaque, Sigma, St.Louis, MO). Zawartos¢
proboéwek wirowano nastgpnie przez 30 minut, przy 400g w temp. pokojowej. Komorki
jednojadrzaste znajdujace si¢ w interfazie zbierano i przeptukiwano dwukrotnie w PBS (10min,

200g).

3.2.1. Izolacja immunomagnetyczna.

Komorki jednojadrzaste pozbawiano komorek adherentnych inkubujac uzyskana zawiesing
w plastikowych ptytkach Petriego (Sarstedt, Numbrecht, Niemcy) przez 18 godzin. Do izolacji
komérek CD34" zastosowano pozytywna selekcje z uzyciem kuleczek magnetycznych
oplaszczonych przeciwciatami anty-CD34. Izolacj¢ przeprowadzano na kolumnach

magnetycznych MiniMacs (Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Niemcy) wedlug wskazan
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producenta. Oceniano liczb¢ komoérek w komorze Burkera, ich Zywotno$¢ za pomoca 0,5%
roztworu bigkitu trypanu (Sigma), oraz czyto$¢ cytofluorymetrycznie (FACS Calibur, Becton
Dickinson, Mountain View, CA), po barwieniu przeciwcialem monoklonalnym anty-CD34

znakowanym fikoerytryna (PE, Phycoerythrin) (BD PharMingen, San Diego, CA).

3.2.2. Izolacja z zastosowaniem sortowania w cytometrze przeplywowym.

Komorki jednojadrzaste pozbawione komorek adherentnych ptukano w PBS, a nastgpnie
barwiono przeciwciatem monoklonalnym anty-CD34 znakowanym PE (BD), w ilosci 20ul/20 x
10° komérek/0,2ml. Po inkubacji w 4°C przez 20 minut, komorki ptukano 2-krotnie i zawieszano
w PBS. Izolacje komoérek CD34" przeprowadzano metoda sortowania przy uzyciu cytometru
przeptywowego MoFlo (DakoCytomation, Crapinteria, CA), wyposazonego w niebieski laser
INNOVA Enterprise™ II IonLaser emitujacy fale o dtugosci 488 nm (Coherent, Santa Clara,
CA) 1 komputer PC z uzyciem programu Summit wersja 3.1. Komorki sortowano w opcji
Normal-R (recovery), przy czgsto$ci generowania kropli 96704 Hz, stosujac dysze o $rednicy
70um. Sortowane komorki zbierano do optaszczonych (celem uniknigcia adherencji) FBS
(Sigma), polistyrenowych probowek Falcon 2067 (Becton Dickinson), chtodzonych ciecza o
temp. 4°C (Neslab Instruments Inc., Portsmouth, NH). Komorki wirowano, zawieszano w RPMI

1640 i oceniano ich aktywno$¢ funkcjonalna.

3.3. Klonogenno$¢ komérek CD34".

Liczbe¢ komorek oznaczano w komorze Biirkera z zastosowaniem odczynnika Tiirka.
Zywotnos¢ komorek oznaczano w komorze Biirkera z zastosowaniem blekitu trypanu.
Klonogenno$¢ komoérek CD34" oceniano badajac wzrost kolonii CFU-GM, BFU-E oraz
mieszanych (CFU-GEMM, Colony Forming Unit-Granulocyte, Erytroid, Macrophage,
Megakaryocyte). Za kolonie CFU-GM przyjmowano odpowiednio skupiska sktadajace si¢ z co
najmniej 40 komorek. Kolonie najczgéciej miaty charakter rozproszony, z widocznym wigkszym
zageszcezeniem komorek w centrum kolonii. Za kolonie BFU-E uwazano skupiska sktadajace sig
z 1 lub wigcej gronek zawierajacych okoto 200 erytroblastow. Kolonie uzyskiwaty czerwono-
brunatne zabarwienie. Duze kolonie CFU-GEMM aktadajq si¢ z wszystkich rodzajow komorek
krwiotworczych. Najczeéciej dookota kulistej masy czerwono-brunatnych erytroblastow
widoczne sa granulocyty lub makrofagi.

Komoérki CD34 " po izolacji oraz w kolejnych dniach ekspansji hodowano w pozywce
zawierajacej metyloceluloze. W tym celu 1x10* komoérek zawieszano w 1ml polplynnego

podtoza hodowlanego Methocult (Stem Cell Technologies, Vancouver, Kanada) z dodatkiem
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EPO (3U/ml), SCF (50ng/ml), IL-3 (10ng/ml), GM-SCF (10ng/ml) (wszystkie R&D,
Minneapolis, MN) . Hodowle komoérkowe prowadzono w duplikatach w 24-dotkowych ptytkach
(Sarstedt) w 37°C, 5%CO, i 95% wilgotnoéci. Po 14 dniach w mikroskopie odwracalnym

oceniano liczbg i rodzaj kolonii.

3.4. Chemotaksja komérek CD34"

Komoérki CD34" zawieszano w podtozu hodowlanym wzbogaconym w 0,5% albuming
bydleca (BSA, Bovine Serum Albumin, Sigma) w stezeniu 1x10%/ml. Stosowano 24 dotkowe
ptytki chemotaksyjne (Transwell, Costar Corning, Cambridge, MA) oraz membrang o wielkosci
poréw 5 pum. Dolna komorg ptytki wypetniano 650ul podioza hodowlanego z 0,5% BSA
(kontrola negatywna), 650ul podtoza hodowlanego (0,5% BSA) z 100ng/ml SDF-1 (Peprptech,
Rocky Hill, NJ). Do gérnej komory ,,insertu” naktadano 1x10° komoérek zawieszonych w 100ul
podtoza. Do osobnej studzienki bez ,,insertu” dodawano 20% liczby komorek naktadanych do
gornej komory ,,insertu” tj. 2x10* (kontrola ilosciowa) w objetosci 650ul podtoza z 0,5% BSA.
Po 3h inkubacji w temperaturze 37°C, 5% CO,, 95% wilgotnos$ci usuwano ,,inserty”, a zawartos¢
dolnych komor poddawano analizie cytometrycznej oceniajac liczbg komorek przeptywajaca w
czasie 20 sekund. Nastepnie obliczano % komorek wyjsciowych wykazujacych chemotaksje do
SDF-1 (na podstawie kontroli ilo§ciowe) wg wzoru:

% komorek
wykazujacych =
chemotaksje liczba zliczen kontroli ilo§ciowej w czasie 20s

(liczba zliczen probki badanei w czasie 20s) x 20%

3.5. Ekspansja komérek CD34"

W badaniach nad optymalizacja ekspansji ex vivo, komorki CD34" uzyskane w wyniku
izolacji metoda MiniMacs z krwi pegpowinowej, szpiku kostnego i mobilizowanej krwi
obwodowej zawieszano w stezeniu 1x10°/ml w roéznych podtozach hodowlanych: RPMI 1640
(Sigma), Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM, Gibco, Paisley, Wielka Brytania),
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma), MEMalfa (Minimum essentials
Medium Eagle Alpha Modification, Sigma), X-VIVO10 (BioWhittaker, Verviers, Belgia),
Serum Free Expansion Medium-SFEM (Stem Cell Technologies), Stemline II (Sigma)
wzbogaconych w FBS lub autologiczna surowicg krwi pgpowinowej oraz odpowiednie czynniki
wzrostowe SCF (50ng/ml), IL-3 (30ng/ml), TPO (15ng/ml) oraz FLT-3L (30ng/ml) (R&D).
Hodowle prowadzono na ptytkach 24 dotkowych (Sarsted), w 37°C, z zachowaniem pelnej

wilgotnosci i 5%CO,. Po 3-4 dniach hodowli komodrki poddawano ocenie, a potowg podtoza
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hodowlanego zastepowano $wiezym, lub 1x10° komorek przenoszono do nowych dotkéw

hodowlanych zawierajacych swieze podtoze.

3.6. Ocena efektywnosci ekspansji komérek CD34"

3.6.1.0cena immunofenotypu komorek.

Komérki CD34" bezposrednio po izolacji lub pochodzace z hodowli zawieszano w buforze
PBS (1x10°/100ul) i inkubowano przez 30 minut w 4°C bez dostgpu $wiatta z odpowiednim
mysim przeciwciatem monoklonalnym (list¢ stosowanych przeciwcial przedstawia Tab.l)
skierowanym przeciwko: CD3-FITC (Flupresecin isothiocyanate), CDS5-FITC, CD7-FITC,
CDl11a-FITC, CDI11b-PE, CD13-PE, CDI14-FITC, CD14-APC (Allophycocyanin), CD15-PE,
CD16-PE, CD16-PE-Cy5 (Phycoerythrin-cyanin 5.5), CD33-PE, CD34-PE, CD38-FITC, CD40-
FITC, CD64-FITC, CD79a-PE, CD86-PE, CD117-PE, CD163-PE, HLA-DR-FITC, CCR2-PE,
CCRS5-PE, CXCR4-PE, oraz z odpowiednia kontrola izotypowa (BD, Pharmingen, San Diego,
CA). Komorki byly nastgpnie plukane 2x w roztworze PBS 1 zawieszane w 200ul PBS. Analizg
przeprowadzano przy uzyciu -cytofluorymetru przeptywowego (FACSCalibur, Becton
Dickinson, Mountain View, CA) wyposazonego w laser argonowy 488nm, wspotpracujacego z
komputerem Macintosh, z zastosowaniem programu CellQuest. Analizowano odsetek komorek
wykazujacych ekspresje danego antygenu oraz $rednia intensywnos$¢ fluorescencji (MFI, Mean
Fluorescence Intensity). W przypadku cytoplazmatycznej oceny ekspresji mieloperoksydazy
(MPO), komérki (5x10°) zawieszano w PBS, wirowano, dodawano 250ul Cytofix/Cytoperm™
(BD) i inkubowano 20minut w 4°C bez dostepu $wiatta. Po inkubacji dwukrotnie ptukano, a

nastgpnie zawieszano w 50ul w Perm/Wash™

Buffer (BD) i dodawano przeciwciato anty-MPO-
FITC i odpowiednia kontrole izotypowa, inkubowano 40 minut w 4°C bez dostepu $wiatla,
dwukrotnie plukano w perm wash Buffer, zawieszano w PBS 1 analizowano jak pozostale

probki.

3.6.2. Przeszczepianie komorek CD34+ do myszy SCID

Izolowane z krwi pepowinowej komoérki CD34" poddawano ekspansji w poditozu
hodowlanym X-VIVO 10 z dodatkami jak opisano w pkt. 5.4. Po 3 i 7 dniach ekspansji
komorki, zbierano, zawieszano w soli fizjologicznej i podawano 8-10 tygodniowym myszom
SCID (CB17/Icr-Prkdc) w splot zylny, w dawce 1x10° do 1x10° komorek/200pl/mysz. Myszy
SCID 24 godziny przed przeszczepem naswietlano subletalng dawka promieniowania y (2-

krotnie w odstgpach 5 godzinnych, kazdorazowa dawka 122 c¢Gy). Po 6 tygodniach od podania
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komoérek myszy usypiano i pobierano szpik kostny z kosci udowych i barwiono z zastosowaniem
nastepujacych przeciwcial monoklonalnych dla ludzkich determinant: CD4-FITC, CD13-PE,
CDI14-FITC, CDI19-PE, CD33-PE, CD34-PE, CD38-FITC, CD45-FITC. Analiz¢ ekspresji
determinant przeprowadzano z zastosowaniem cytometru przeptywowego (FACS Canto, BD

Biosciences Immunocytometry Systems).

3.7. Ekspansja i réznicowanie komérek CD34" do monocytéw/makrofagéw

W badaniach nad optymalizacja ekspansji ex vivo komérki CD34" bezposrednio po izolacji
oraz w 3, 7, 10 dniu ekspansji zawieszano w stezeniu 1x10°/ml w réznych podtozach
hodowlanych (RPMI, IMDM, DMEM, MEMalfa,) wzbogaconych w surowice: FBS, konska
(HS-Horse Serum, Gibco), syntetyczna (SF-Seum Free) [Ratajczak i wsp. 1998], lub ludzka
grupy AB (AB) oraz wzbogaconych w odpowiednie czynniki wzrostowe: SCF (25ng/ml), IL-3
(30ng/ml), FLT-3L (30ng/ml) oraz czynnik wzrostu stymulujacy tworzenie in vitro kolonii
makrofagowych (M-SCF Macrophage Colony Stimulating Factor) 30ng/ml (R&D). Hodowle
prowadzono na ptytkach 24 dotkowych (Sarsted), w 37°C, z zachowaniem pelnej wilgotnosci i

5%CO0,.

3.8. Izolacja subpopulacji monocytéow CD14"/CD16" oraz CD14/CD16".

Komoérki CD34" po 3-10 dniach ekspansji i 3-14 dniach réznicowania zbierano, plukano i
zawieszano w PBS w stezeniu 10x10%ml. Po znakowaniu przeciwciatami anty-CD14-FITC i
anty-CD16-PE, izolowano komorki CDI14" (populacja wyjsciowa) oraz subpopulacje
CD14'CD16 i CD14""CD16" przy uzyciu cytometru przeptywowego FACS Vantage SE z opcja
TurboSort (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA) wyposazonego w laser
Innova Enterprise II emitujacy fale o dtugosci 488 nm (Coherent, Santa Clara, CA) i komputer
Power Macintosh 7600/120 z uzyciem programu Cell Quest v. 3.0. Komorki sortowano w opcji
Normal-R (recovery), przy czgstosci generowania kropli 65kHz, stosujac dysze¢ o $rednicy 70um.
Sortowane komorki zbierano do oplaszczonych FBS (celem wuniknigcia adherencji)
polistyrenowych probéwek Falcon 2057 (Becton Dickinson), chtodzonych ciecza o temp. 4°C
(Neslab Instruments Inc., Portsmouth, NH, USA). Komorki wirowano, zawieszano w RPMI

1640 1 oceniano ich aktywno$¢ funkcjonalna.
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3.9. Ocena uwolnienia TNF, IL-10, IL-12 przez subpopulacje monocytow stymulowane
LPS/TFNy i komo6rkami nowotworowymi (HPC-4).

Sortowane subpopulacje monocytéow CD14'CD16" oraz CD14'CD16 byly hodowane w
ilosci 2 x 10°/200 ul/dotek, w obecnosci LPS (lug/ml) i IFNy (400U/ml) lub komorek
nowotworowych HPC-4 w stosunku 1:0,3 w ptaskodennych 96-dotkowych ptytkach (Nunc,
Roskilde, Dania). Hodowle prowadzono 18 godzin w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO,.
Nadsacza z hodowli zbierano, przechowywano w temp. —80° a nastepnie testowano na obecno$é
TNF 1 IL-10, IL-12 metoda ELISA. Uzyto nastgpujacych przeciwciatl: dla TNF klon
Mabl(Capture) i Mabll (Detection); dla IL-10 klon JES3-9D7 (Capture) i JES3-12G8
(Detection); dla IL-12p40 klon C8.3 (Capture) i C8.6 (Detection) (PharMingen). Do kazdego
dotka ptytki hodowlanej do ELISA (Nunc Maxisorb, Roskilde, Dania) dodawano po 50 pl anty-
cytokinowego przeciwciatla wiazacego (capture antibody) o stgzeniu 2 pg/ml roztworu
wiazacego (binding solution, PharMingen). Po catonocnej inkubacji w temp. 4°C i dodaniu
buforu blokujacego (blocking buffer, PharMingen) w ilosci 200 pl na dotek, ptytki inkubowano
przez 2 godziny w temp. pokojowej, a nastgpnie plukano 3-krotnie w PBS/Tween (Fluka
Chemie, Buchs, Szwajcaria). Po dodaniu badanych supernatantéw oraz rekombinowanych TNF,
IL-10 1 IL-12p40 (PharMingen) uzytych w stgzeniach 0, 15, 50, 150, 500, 1500 pg/ml buforu
blokujacego/Tween, ptytki inkubowano 12 godzin w temp. 4°C i plukano 4-krotnie w
PBS/Tween. Nastgpnie dodawano biotynylowanych anty-cytokinowych przeciwcial do detekcji
(detection antibodies) o stezeniu 1 pg/ml w ilosci 100ul na dotek. Po godzinnej inkubacji w
temperaturze pokojowej 1 4-krotnym ptukaniu w PBS/Tween, do kazdego dotka dodawano po
100 pl konjugatu peroksydazy chrzanowej ze streptawidyna (streptavidin-HRP, PharMingen) w
rozcienczeniu 1:500 buforem blokujacym/Tween. Po 30-minutowej inkubacji i 5-krotnym
ptukaniu w PBS/Tween do kazedego dotka dodawano po 100 pl substratu o sktadzie: 5 mg o-
phenylenediamine dihydrochloride (Sigma, St. Louis, MO), 10 ml roztworu phosphate-citrate
buffer with urea hydrogen peroxide (Sigma) w 10 ml wody dejonizowanej. Po 5-minutowe;j
inkubacji w temperaturze pokojowej, do dotkow dodawano po 100 pl IN roztworu H,SOs.
Odczytu dokonywano na czytniku ELISA (Universal Microplate Reader, Bio-Tek Instruments,
Vermont) przy ditugosciach fali 492 vs 630 nm. Poziom detekcji dla TNF 1 IL-12 wynosit
20pg/ml, dla IL-10: 10pg/ml.
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3.10. Fagocytoza i produkcja O,

Fagocytoza 1 wewnatrzkomérkowa produkcja aktywnej formy tlenu O, (wybuch tlenowy)
przez komoérki CD14CD16" oraz CD14'CD16  byla mierzona z zastosowaniem cytometru
przeptywowego (FACS Canto) uzywano bakterii Staphylococcus aureus znakowane FITC oraz
[Baran i wsp. 2001]. Komorki po barwieniu anti-CD14-APC i anti-CD16-PE-Cy5 w ilosci 10%/ml
inkubowano w polistyrenowych probowkach Falcon 2054 (BD), w 37°C przez 15 min w podiozu
RPMI 1640 zawierajacym 10uM hydroetydyny (HE, Sigma). Nastgpnie dodawano znakowane
FITC bakterie Staphylococcus aureus ATCC 25923 ( w stosunku 20:1) opsonizowane w
obecnosci 10% ludzkiej surowicy (pulowana $wieza ludzka surowica, przechowywana w -80°C).
Komorki inkubowano przez 0,5 godziny w 37°C. Ocene przeprowadzano z uzyciem cytometru
przeptywowego (FACSCanto, BD) i oprogramowania DiVa. Oceniano komorki emitujace
zielong fluorescencje (fagocytujace bakterie) oraz czerwona (produkcja O™ na skutek aktywac;ji

NADPH-oxydazy) w subpopulacji komérek - FL4 (CD14'CD16), i - FL4/FL3 (CD147CD16").

3.11. Allogeniczna mieszana hodowla limfocytow (allo-MLR).

Komorki jednojadrzaste krwi obwodowe] uzyskane od zdrowych dawcow uzyto jako
komorki odpowiadajace. Allogeniczne komorki jednojadrzaste (2x10°) dodawano do
napromienionych (2500cGy), uprzednio sortowanych komoérek CD14" (populacja wyjsciowa)
oraz subpopulacji CD14'CD16" i CD14'CD16™ (w stezeniu od 1x10* do 1x10%). Komorki
hodowano w podtozu RPMI 1640 (200ul/dotek) z dodatkiem 10% ludzkiej surowicy AB przez 6
dni. Nastepnie dodawano 1pCi/dotek *H-tymidyny (HTJR, Amersham, Aylesbury, Wielka
Brytania) i inkubowano 18 godzin. Komorki zbierano na filtrach z widkna szklanego.
Odpowiedz limfocytow na prezentowany antygen byla oceniana na podstawie zliczen “H-
tymidyny w liczniku scyntylacyjnym (Beckman) [Zembala 1 wsp 1990]. Wynik podawano jako

cmp wbudowania tymidyny.

3.12. Analiza statystyczna.
Wyniki przedstawiono w postaci srednich arytmetycznych +/- odchylenie standardowe
(SD). Do oceny znamiennoS$ci statystycznej zastosowano test t Studenta. Za granicg istotno$ci

przyjeto wartos¢ p<0,05.
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Przeciwciato przeciwko

Wystepowanie determinanty na komoérkach

determinancie

CDla prekursory komorek dendrytycznych

CD3 limfocyty T

CD4 dojrzate limfocyty T

CD5 limfocyty T

CD7 limfocyty T, komorki NK

CDlla monocyty/makrofagi, granulocyty, komorki NK, limfocyty T i B

CDI11b monocyty/makrofagi, granulocyty, komorki NK, limfocyty T i B

CD13 komorki szeregu mielomonocytarnego i mieloidalnego

CD14 monocyty/makrofagi

CD15 mranulocyty

CDl16 monocyty/makrofagi, granulocyty, komorki NK, limfocyty T

CD19 dojrzate limfocyty B, komorki dendrytyczne

CD33 szeregu mielomonocytarnego i mieloidalnego

CD34 komorki macierzyste/progenitorowe

CD38 wcezesne komorki szeregu limfocytarnego

CD40 monpcyty/makrofagi, limfocyty B, komorki
macierzyste/progenitorowe

CD45 leukocyty

CDo4 monocyty/makrofagi, komoérki dendrytyczne,

CD79a limfocyty B

CD83 dojrzate komorki dendrytyczne, limfocyty B

CD86 monocyty/makrofagi, komorki dendrytyczne

CD117 komorki macierzyste/progenitorowe

AC133/CD133 komorki macierzyste/progenitorowe

CD163 monocyty/makrofagi

CXCR4 (CD184) komorki macierzyste/progenitorowe, monocyty/makrofagi,

CCR2 monocyty/makrofagi, limfocyty T, komorki NK, komorki

dendrytyczne

CCRS5 (CD195)

monocyty/makrofagi, granulocyty, limfocyty T

HLA-DR

limfocyt B, limfocyty T, monocyty/makrofagi

MPO

granulocyty, monocyty

Tab.1. Wykaz uZywanych w pracy przeciwcial.
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4. WYNIKI

4.1. Izolacja komérek CD34".
Komoérki CD34" izolowano z zawiesiny komorek jednojadrzastych z krwi pepowinowej
lub szpiku kostnego. Poréwnywano 2 metody izolacji:
1-z uzyciem sortowania immunomagnetycznego na kolumnach MiniMacs
2-sortowanie komodrek znakowanych przeciwcialem anty-CD34-PE w  cytometrze

przeptywowym MoFlo.

4.1.1. Wydajnos¢ izolacji.

Przy uzyciu kolumn MiniMacs z 1x10” komorek jednojadrzastych uzyskiwano $rednio
1,1+/-0,4x105 komoérek CD34", a stosujac sortowanie uzyskiwano $rednio 0,5+0,26 x10°
komoérek CD34". Czystos¢ i zywotnos¢ komoérek byta poréwnywalna, co wskazuje, ze izolacja

na kolumnach jest bardziej wydajna i stosowano ja w dalszych badaniach.

4.1.2. Klonogenno$¢ izolowanych komérek CD34",

Komérki CD34" izolowano z krwi pepowinowej dwoma wyzej opisanymi metodami i
badano ich klonogenno$¢, tj. zdolno$¢ do tworzenia kolonii w medium potptynnym. Po 14
dniach hodowli liczba kolonii CFU-GM, BFU-E byla nieco wyzsza, natomiast liczba kolonii
CFU-GEMM byta istotnie statystycznie wyzsza przy uzyciu komorek CD34" izolownych na
kolumnach MiniMacs (Rys.1).

4.1.3. Chemotaksja izolowanych komérek CD34".

Komoérki CD34" izolowano z krwi pepowinowej dwoma wyzej opisanymi metodami i
badano ich aktywnos$¢ chemotaktyczna do SDF-1 bezposrednio po izolacji i po 3 godzinnej
preinkubacji w podtozu hodowlanym IMDM z dodatkiem 0,5% BSA w 37°C. Bezposrednio po
izolacji wigksza zdolno$¢ chemotaksji do SDF-1 wykazywaty komorki sortowane, natomiast po
3 godzinnej inkubacji, tj. po ,,wyciszeniu” komorek, komorki izolowane obu metodami
wykazywaly podobna chemotaksje (Rys.2, 3). Zatem komorki CD34" izolowane oboma

metodami posiadaja zblizone zdolnos$ci chemotaktyczne.
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4.1.4. Klonogenno$¢ komérek CD34" migrujacych do SDF-1.

Oceniano zdolno$¢ komorek, ktére migrowaty do SDF-1 do tworzenia kolonii. Nieznacznie
wigksza klonogennoscia charakteryzowaly si¢ komorki CD34" po izolacji na kolumnach
MiniMacs (Rys.4). W dalszych doswiadczeniach wykorzystywano komorki izolowane ta

metoda.

4.2. Ekspansja komérek CD34".

4.2.1. Proliferacja izolowanych komérek CD34" i ich charakterystyka immunofenotypowa
w krotkoterminowych hodowlach.

Komoérki CD34" izolowano z krwi pgpowinowej z zastosowaniem kolumn MiniMacs, a
nastgpnie poddawano je ekspansji w hodowlach krétkoterminowych (do 7 dnia) celem
szczegOlowego okreslenia kinetyki proliferacji, ekspresji poszczegdlnych determinantéw oraz

warunkéw hodowli.

4.2.1.1. Kinetyka ekspansji i immunofenotyp.

W celu ustalenia kinetyki ekspansji izolowanych komérek CD34", w kolejnych dniach
hodowli oceniano ich liczbg oraz immunofenotyp. Liczba komoérek wzrastata ekspotencjalnie w
kolejnych dniach hodowli (Rys.5). W 7 dniu hodowli uzyskano ok. 20 krotny ich wzrost.
Odsetek komoérek CD34 " utrzymywat sie na niezmienionym poziomie w granicach 90-95% do 3
dnia hodowli, a nastepnie 4 dnia gwattownie spadal (Rys.6). Proporcja komérek CD33" ulegata
niewielkim zmianom i w 7 dniu hodowli wyniosta ok. 80%. Nie obserwowano natomiast
wystgpowania komoérek CDI14" i CDI15". Wobec spadku proporcji komorek CD34"

najkorzystniejsze wydawato si¢ prowadzenie ekspansji do 3-4 dnia.

4.2.1.2. Klonogenno$¢ komérek CD34" bezposrednio po izolacji oraz po 3 dniowej
ekspansji.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w zdolnosci komérek CD34" bezposrednio
po izolacji oraz po 3 dniowej ekspansji in vitro do tworzenia kolonii CFU-GM, BFU-E, CFU-
GEMM (Rys.7).

4.2.1.3. Wplyw roznych podlozy na ekspansj¢ komorek CD34".

Celem opracowanie optymalnych warunkéw ekspansji, izolowane komoérki CD34+

poddawano ekspansji w 4 réznych podtozach z dodatkiem surowicy FBS: X-VIVO10, RPMI,
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IMDM, DMEM oraz bez surowicy: X-VIVO10, SFEM, StemLinell. Dodatek czynnikoéw
wzrostowych byt identyczny. Na Rys.8 przedstawiono krotnosc wzrostu liczby komérek CD34"
w 3 1 7 dniu hodowli. Poniewaz najwigkszy wzrost liczby komorek uzyskano stosujac podtoze

X-VIVO10 + FBS, wykorzystano je w dalszych badaniach nad ekspansja komoérek CD34".

4.2.1.4. Wplyw stezenia czynnikow wzrostowych na ekspansje.

Celem okreslenia optymalnego stgzenia cytokin i czynnikdw wzrostowych prowadzono
hodowle komoérek CD34+ w podtozu X-VIVO10 + FBS, stosujac wyzsze 1 nizsze st¢zenia SCF,
IL3, FLT-3L, TPO. Przy zastosowaniu mniejszego st¢zenia cytokin i czynnikow wzrostowych
nie obserwowano zmniejszenia liczby komoérek w 3 dniu ekspansji, ani spadku odsetka komoérek
CD34" (Rys.9), dlatego w dalszych badaniach stosowano mniejsze stezenia czynnikow

wzrostowych, co znacznie zmniejszato koszt badan.

4.2.1.5. Ekspansja komérek CD34" pochodzacych z réznych zrédel.

Komoérki CD34" izolowano z krwi pepowinowej, szpiku kostnego lub mobilizowanej krwi
obwodowej z zastosowaniem kolumn MiniMacs, a nastgpnie poddawano je ekspansji w
hodowlach krotkoterminowych. W 3 dniu hodowli najwigksza liczbg¢ komdrek uzyskano przy
uzyciu krwi pgpowinowej (Rys.10). Na rys. 11-16 przedstwiono immunofenotyp komoérek
CD34" bezposrednio po izolacji oraz w 3 dniu ekspansji. Bezposrednio po izolacji odsetek
komoérek CD34" i CD34'CD38" byt porownywalny, natomiast po 3 dniowej hodowli
najmniejszy w przypadku szpiku kostnego. Proporcja komérek CD38+ po 3 dniach hodowli byta
bliska 100%. Najwiekszy odsetek komoérek CD34"/CD38" uzyskano bezposrednio po izolacji z
mobilizowanej krwi obwodowej, natomiast po 3 dniach hodowli ilo§¢ tych komoérek
pochodzacych z wszystkich zroédet byta znikoma. Podobnie zachowywat si¢ odsetek komoérek
CD133". Odsetek komérek CXCR4" w przypadku wszystkich trzech zrédet byt po izolacji
zblizony, natomiast po 3 dniowej ekspansji dochodzilo do jego spadku, przy czym byt on
najwyzszy w przypadku szpiku kostnego (Rys.11,12). Markery liniowo specyficzne (CD3",
CD5", CD7', CDI15") utrzymywaty sig na zblizonych niskich poziomach zaréwno po izolacji jak
1 po hodowli. Odsetek komoérek CD33" wzrastal w 3 dniu hodowli (z 84,8+9,7% do 92,9+5,8%),
ale byl porownywalny na komorkach z 3 Zrddel (Rys.13,14). Najnizsza ekspresj¢ CDI117
bezposrednio po izolacji znajdowano na komoérkach krwi pgpowinowej, ale przy jej znaczacym
spadku po hodowli 3 dniowej, ktora na tych komorkach paradoksalnie byta najwyzsza
(Rys.13,14). Ekspresje CD13 obserwowano na okoto 90-98% komorek CD34+ bezposrednio po

izolacji ze wszystkich zrédet 1 podobnej proporcji komoérek po 3 dniach hodowli. Proporcja
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komérek CD34" wykazujaca ekspresje CD133 byta najwyzsza na komorkach pochodzacych z
krwi obwodowej (statystycznie nieistotne) i obnizata si¢ znaczaco po 3 dniach hodowli,
zwlaszcza na komoérkach pochodzacych ze szpiku kostnego (Rys.15, 16). Nie obserwowano
wystepowania komorek T 1 B (CD3 i CD79a), a proporcja komoérek wykazujacych ekspresje
MPO wynosita ok. 10% 1 spadta do ok. 5% hodowanych komoérek. Biorac pod uwagg liczbg
uzyskanych komoérek w hodowli oraz ich immunofenotyp, stwierdzono, ze najlepszym Zrédiem
komoérek CD34" do ekspansji jest krew pepowinowa, dlatego w dalszych do$wiadczeniach

stosowano to zrodto komoérek CD34 "

4.2.1.6. Wplyw roinych surowic na ekspansje komérek CD34" izolowanych z krwi
pepowinowe;j.

Poréwnano immunofenotyp oraz liczb¢ komorek w 3 dniu ekspansji, w zaleznosci od
zastosowanej surowicy (FBS, lub surowica ludzka z krwi pgpowinowej). Liczba komoérek w obu
przypadkach byla poréwnywalna (0,8+0,57x10° oraz 0,9+0,6x10%). Podobnie nie stwierdzono
roznic w ekspresji CD34", CD38", CXCR4, CD133", CDI3", CD15", CD7", MPO i CD79a
(Rys.17). Zatem nie stwierdzono istotnej przewagi ludzkiej surowicy z krwi pgpowinowe] w
poréwnaniu do FBS. Poniewaz jednak stosowanie surowicy obcogatunkowej budzi zastrzezenia
co do mozliwo$ci kontaminacji komoérek ludzkich nieznanymi/znanymi wirusami, wskazuje to

na mozliwo$¢ stosowania surowicy ludzkiej do ekspansji komorek do celéw klinicznych.

4.2.1.7. Wplyw sposobu prowadzenia hodowli na proliferacj¢ komorek.

Poréwnano 2 sposoby prowadzenia hodowli: zmiang potowy podtoza hodowlanego co 3-4
dni hodowli, lub stale wyj$ciowe inoculum komérek (1x10°) przenoszono do nowego podloza
hodowlanego co 3-4 dni hodowli. Ten drugi sposob prowadzit do zwigkszenia liczby komorek z
4,7 do 5,4 razy, 30 do 34 razy, 75 do 87 razy i 142 do 225 razy odpowiednio w 3, 7 10 i 14 dniu
ekspansji (Rys.18).

4.2.2. Proliferacja izolowanych komérek CD34" i ich charakterystyka immunofenotypowa
w dlugoterminowych hodowlach.
Wobec stwierdzenia, ze w 7 dniu hodowli komoérki pozostaja nadal w ekspotencjalnej fazie

wzrostu podjeto badania nad ustaleniem kinetyki w hodowlach dtugoterminowych (-do 21 dnia).
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4.2.2.1. Kinetyka ekspansji i immunofenotyp.

Znaczny wzrost liczby komorek obserwowano do 14 dnia hodowli (ok. 35 krotny), a
nastepnie tylko niewielki przyrost ich liczby (Rys.19). Rys. 6-8 przedstawiaja immunofenotyp
proliferujacych komorek w kolejnych dniach hodowli. Odsetek komérek CD34" , CD34'/CD38"
i CD34'/CD38" gwaltownie obnizat si¢ po 7 dniach hodowli, a w 21 dniu komérek CD34" nie
stwierdzano. Natomiast ekspresja CD38" nie ulegata istotnym zmianom w trakcie 21 dniowe;
hodowli (Rys.20). Proporcja komérek CD34" wykazujacych koekspresj¢ HLA-DR réwniez
gwattownie spadata powyzej 3 dnia hodowli (Rys.21). Odsetek komoérek HLA-DR' istotnie
obnizat si¢ w 14 dniu hodowli, ale jeszzce w 21 dniu hodowli obserwowano ok. 10% takich
komorek. Wskazuje to, iz znacznie dtuzej utrzymuja si¢ w hodowli takie komorki, a ekspresja
HLA-DR dotyczy najprawdopodobniej komérek CD33".W dalszych dniach hodowli gléwna
populacje stanowity komorki wykazujace ekspresje CD33 oraz CD38 ( 80-100%), natomiast w
matym stopniu CD34 (Rys.20, 22). Wysoki odsetek komoérek CD13" ulegal obnizeniu po 7
dniach i utrzymywat na poziomie ok. 60% (Rys.22), podczas gdy komérki CD117" stanowity
okoto 50-60% i ich spadek obserwowano dopiero w 21 dniu hodowli. W tym czasie nie

stwierdzono obecnosci komoérek CD5" i CD7" (Rys.22).

4.2.2.2. Klonogenno$é komérek CD34" bezposrednio po izolacji oraz w kolejnych dniach
ekspansji dlugoterminowej.

Zdolno$¢ komoérek CD34" do tworzenia kolonii CFU-GM, BFU-E oraz CFU-GEMM
oceniano bezposrednio po izolacji oraz w kolejnych dniach hodowli. Do 3 dnia nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic (Rys.23). Od 7 dnia hodowli klonogennos¢ ulegta obnizeniu.
Istotny statystycznie spadek kolonii BFU-E oraz CFU-GEMM obserwowano juz w 7 dniu
hodowli, natomiast liczba kolonii CFU-GM spadata stopniowo. Istotne obnizenie stwierdzono

dopiero w dniu 21. Powyzsze wyniki potwierdzity, ze optymalny czas do ekspansji komorek

CD34" wynosi 3-4 dni.

4.3. Ocena zdolnosci komérek CD34" po ekspansji do repopulacji u myszy SCID.

Komoérki CD34" bezpoérednio po izolacji oraz po 3 i 7 dniach ekspansji podawano
uprzednio naswietlanym subletalna dawka promieniowania y myszom SCID w dawce 1x10° do
1x10° komérek/200ul/mysz. Po 6 tygodniach w szpiku kostnym myszy w obydwu grupach (3 i 7
dzien ekspansji) stwierdzono ludzkie progenitorowe komorki hematopoetyczne CD34" i komérki
leukocytarne CD45" (Tab.2), co $wiadczy o zdolnosciach repopulacyjnych komorek

uzyskiwanych z ekspansji. Jednakze na podstawie wystgpowania odsetka komoérek CD45",
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CD38" i CD33" w szpiku kostnym myszy stwierdzono, ze najwicksze zdolno$ci repopulacyjne
wykazywaly komorki bezpoérednio po izolacji. Komérki CD34" po 3 dniowej ekspansji
charakteryzowaly si¢ wigksza zdolnoscia repopulacyjna (stwierdzono dwukrotnie wigksza liczbg
tych komoérek w szpiku kostnym myszy SCID). Stwierdzono obecno$¢ komorek CD38"
(wczesne komorki szeregu limfocytarnego), brak komoérek CD19" i CD4" (dojrzate limf. B i T),
natomiast w obydwu grupach nastgpita odbudowa szeregu mielomonocytarnego i mieloidalnego
(obecnoéé komoérek CD13”", CD33"). Proporcja tych ostatnich byla wyzsza w przypadku podania
komorek hodowanych przez 7 dni (Tab.2).

34



4.4. Réznicowanie komérek CD34" bezposrednio po izolacji do monocytéw/makrofagéw.
Komérki CD34" izolowano z krwi pepowinowej z zastosowaniem kolumn MiniMacs, a

nastepnie poddawano je ré6znicowaniu do monocytéw/makrofagdw.

4.4.1. Wplyw réinych podlozy hodowlanych na proliferacje i réznicowanie komoérek CD34"
do monocytow/makrofagow.

Hodowle komorek CD34" prowadzono w réznych poditozach (RPMI 1640, IMDM,
DMEM, MEMalfa) z dodatkiem 20% FBS oraz czynnikéw wzrostowych i1 réznicujacych
(25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-3L, 30ng/ml M-CSF). W 7 dniu hodowli najwigksza
liczbg komorek uzyskano stosujac podtoze IMDM (wzrost okoto 35 krotny), w 14 dniu hodowli
podobna liczbe uzyskano w przypadku podtoza IMDM oraz RPMI (wzrost okoto 70-krotny)
(Rys.24A). W 7 dniu hodowli najwiekszy odsetek komorek CD14" uzyskano stosujac podtoze
IMDM (Rys. 24B). W 14 dniu hodowli odsetek komoérek CD14" byt najwiekszy przy
zastosowaniu podtoze MEMalfa (Rys.24B). Biorac pod uwage bezwzgledna liczbe komoérek
CD14" w 7 i 14 dniu hodowli najbardziej optymalne bylo zastosowanie podtoza IMDM

uzyskano bowiem odpowiednio 6 i 8 krotny wzrost liczby komérek CD14".

4.4.2. Wplyw réinych surowic na proliferacje i réznicowanie komérek CD34" do
monocytéw/makrofagow.

Celem opracowania optymalnych warunkoéw proliferacji 1 réznicowania komoérek do
monocytow/makrofagoéw, izolowane komoérki CD34" hodowano 14 dni w podtozu z dodatkiem
réznych surowic: plodowej bydlecej, konskiej, syntetycznej i ludzkiej grupy krwi AB.
Najwieksza zdolno$é do proliferacji izolowane komorki CD34" wykazywaly w podtozu
zawierajacym surowice bydlgca, bowiem w 7 1 14 dniu hodowli obserwowano okoto 16 krotny 1
25 krotny, odpowiednio, przyrost liczby komoérek. (Rys.25A). Podobny, cho¢ mniejszy wzrost
obserwowano przy uzyciu surowicy konskiej. Surowica syntetyczna i ludzka grupy AB okazaty
sie mato przydatne. Rowniez najwiekszy odsetek komoérek CD14" obserwowano w przypadku

uzycia FBS (Rys.25B), stad w dalszych eksperymentach uzywano tej surowicy.
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4.4.3. Wplyw roznych czynnikow wzrostowych na proliferacj¢ i réznicowanie komorek
CD34" do monocytéw/makrofagow.

Hodowle komérek CD34" prowadzono w podtozu IMDM z dodatkiem 20% surowicy
bydlgcej oraz rd6znych czynnikow wzrostowych (25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-3L,
30ng/ml M-CSF) oraz réznych ich kombinacji. Najwickszy odsetek komorek CD14" uzyskano
stosujac jedynie M-CSF (Rys.26B), jednakze liczba komorek byta w tym przypadku najmniejsza
(Rys.26A). Zatem, wigksza liczb¢ komodrek uzyskiwano stosujac szerszy zakres czynnikdéw
wzrostowych. Porownujac bezwzgledna liczbe komoérek CD14" najbardziej optymalne okazato
si¢ zastosowanie nastgpujacych czynnikéw wzrostowych: M-CSF + SCF + FLT-3L + IL-3
(bezwzgledna liczba komorek CD14" wynosita  3x10° oraz 4x10°odpowiednio w 7 i 14 dniu

hodowli). Takie podtoze stosowano w dalszych eksperymentach.

4.5. Dwuetapowe generowanie komérek CD14",
Celem sprawdzenia wplywu wstgpnej ekspansji na generowanie monocytéw prowadzono
roznolegle hodowle komérek CD34" bezposrednio po izolacji oraz komérek poddanych wstepnej

3 dniowej ekspans;ji.

4.5.1. Immunofenotyp komorek poddanych roznicowaniu w kierunku monocytow
bezposrednio po izolacji komérek CD34" oraz po 3 dniowej wstepnej ekspansji.
Réznicowanie komoérek w kierunku monocytow prowadzono w podtozu IMDM z
dodatkiem 20% FBS oraz czynnikow wzrostowych (25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-
3L, 30ng/ml M-CSF). Najwigkszy wzrost ilosci komorek uzyskano po 14 dniach hodowli (3 dni
ekspansji i 11 dni réznicowania) (2624101 krotno$ci) w poréwaniu do komorek bezposrednio po
izolacji hodowanych w podtozu roznicujacym przez 14 dni (41+20) (Rys.27A). Wstepna 3
dniowa ekspansja komérek CD34", a nastepnie roznicowanie powodowata zwigkszenie odsetka
komoérek CD14" w poréwnaniu z uzyciem komorek CD34" bezposrednio po izolacji (Rys.27B).
Najwyzszy odsetek komoérek CD14" obserwowano przy uzyciu komérek poddanych 3 dniowej
ekspansji a nastgpnie 7 dniowemu réznicowaniu (37%), bezwzgledny wzrost liczby komorek
CD14" wynosit $rednio 80 razy. W przypadku uzycia komoérek CD34" bezposrednio po izolacji
bezwzgledny wzrost ilosci monocytéw CD14" byt 10 krotnie mniejszy. Podobnie zachowywaty

si¢ komoérki CD16", choé ich proporcje byty nizsze.
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4.5.2. Wplyw réznych podlozy hodowlanych na proliferacje i roznicowanie komoérek CD34"
poddanych 3 dniowej wstepnej ekspansji do monocytow/makrofagow.

W 7 dniu réznicowania po wstepnej ekspansji 3 dniowej, najwigksza liczbe komoérek
uzyskano stosujac podtoze RPMI 1640, a niewiele mniejsza przy uzyciu podioza IMDM
(Rys.28A). Najwigkszy odsetek komorek CDI14+ uzyskano stosujac podioze MEMalfa
(Rys.28B), ale bezwzgledna liczba komodrek byta mniejsza niz w przypadku RPMI 1640 1
IMDM. Biorac pod uwage bezwzgledna liczbe komérek CD14" w 7 dniu roznicowania
najbardziej optymalne okazalo si¢ zastosowanie podtoza RPMI lub IMDM.

4.5.3. Wplyw réznych surowic na proliferacje i réznicowanie komérek CD34" poddanych 3
dniowej wstepnej ekspansji do monocytow/makrofagow.

Komoérki CD34" po 3 dniowej ekspansji hodowano przez 7 i 14 dni w podtozu IMDM z
dodatkiem czynnikéw wzrostowych (25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-3L, 30ng/ml
M-CSF) oraz réznych surowic (ptodowej bydlgcej, konskiej, ludzkiej grupy AB oraz
syntetycznej). Najwigkszy przyrost liczby komorek uzyskano stosujac FBS (Rys.29A), natomiast
odsetek komoérek CD14" byl poréwnywalny, jednak wyzszy w dniu 7 niz w 14 (Rys.29B).
Biorac pod uwage bezwzgledna liczbe komoérek CD14" optymalnym okazato si¢ zastosowanie
FBS i 7 dniowy czas hodowli, albowiem uzyskano 55 krotny wzrost, po uwzglednieniu wstepnej
ekspansji (Rys.29A i B). Natomiast surowica syntetyczna okazala si¢ nieprzydatna, bowiem

zaréwno przyrost ilosci komorek jak i monocytoéw CD14" byt znikomy.

4.5.4. Wplyw roéznych czynnikow wzrostowych na proliferacj¢ i réznicowanie komorek
CD34" poddanych 3 dniowej wstepnej ekspansji do monocytéw/makrofagow.

Komoérki CD34" po 3 dniowej ekspansji hodowano przez 7 i 14 w podlozu IMDM z
dodatkiem 20% FBS oraz r6znych kombinacji czynnikow wzrostowych (SCF, IL-3, FLT-3L, M-
CSF). Zaré6wno w 7 jak i 14 dniu hodowli najwigksza liczb¢ komorek uzyskano stosujac
czynniki wzrostowe: M-CSF + SCF + FLT-3L + IL-3, odpowiednio 45 i prawie 80 krotny
wzrost liczby komorek (Rys.30A). Najwigkszy odsetek komérek CD14" uzyskano stosujac M-
CSF+ IL-3 (Rys.30B), jednakze liczba komdrek byta w tym przypadku byta mniejsza ( wzrost 37
krotny w 7 dniu i 48 krotny w 14 dniu). Porownujac bezwzgledna liczbe komérek CD14"
najbardziej optymalne okazato si¢ zastosowanie nastgpujacych czynnikéw wzrostowych: M-CSF
+ SCF + FLT-3L + IL-3 (przyrost 10-krotny oraz 1l-krotny odpowiednio w 7 i 14 dniu

hodowli). To podtoze stosowano w dalszych badaniach (standardowe podtoze réznicujace).
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4.5.5. Klonogenno$¢ komérek CD34" bezposrednio po izolacji oraz po 10 dniach hodowli (3
dni ekspansji + 7 dni r6znicowania).

Liczba kolonii CFU-GM bezposrednio po izolacji oraz w 10 dniu hodowli byta
poréwnywalna, natomiast liczba kolonii BFU-E oraz byta znacznie mniejsza, nie stwierdzono
natomiast kolonii CFU-GEMM (Rys.31). Dane te wskazuja, ze uzyskane komorki sa bardziej

ukierunkowane liniowo do monocytow/granulocytow.

4.5.6. Réznicowanie komoérek CD34" poddanych 7 i 10 dniowej wstepnej ekspansji, do
monocytow/makrofagow.

Celem sprawdzenia jak wptywa dluzszy okres ekspansji na réznicowanie komorek do
monocytow/makrofagéw, komorki CD34" poddawano 3, 7 i 10 dniowej wstepnej ekspansji,
nastepnie roznicowaniu przez 4 - 14dni. Niezaleznie od czasu trwania ekspansji, najwigkszy
odsetek komoérek CDI14" uzyskiwano w 7-10 dniu réznicowania (Rys.32B), natomiast
najwieksza bezwzgledna liczbe komoérek CD14" uzyskano w 14 dniu réznicowania po 10 dniach

ekspansji (wzrost blisko 700-krotny, liczac od poczatku hodowli) (Rys.32A).

4.5.7. Izolacja komoérek CD14" i ich dalsza hodowla.

W celu sprawdzenia zdolno$ci do proliferacji zréznicowanych monocytéw po 3 dniach
ekspansji i 7 dniach réznicowania izolowano komérki CD14" z zastosowaniem systemu
MiniMacs 1 dalej prowadzono hodowle w standardowym podiozu roéznicujacym. W kolejnych
dniach hodowli liczba komérek CD14" utrzymywata sie¢ na statym poziomie (Rys.33), co

wskazuje, ze odréznicowane monocyty nie posiadaja zdolnosci do proliferacji.

4.5.8. Wystepowanie dwoch subpopulacji monocytow uzyskanych w wyniku dwuetapowej
hodowli: ekspansji i réznicowania komérek CD34",

Niezaleznie od czasu trwania wstgpnej ekspansji 1 stosujac 7-10 dniowe réznicowanie, przy
uzyciu podwojnego barwienia przeciwciatami anty-CD14 i -CD16 stwierdzono obecno$¢ dwoch
subpopulacji komoérek CDI14'CD16" oraz CDI4'CD16 wystepujacych w stosunku 2:1.
Subpopulacje CD14'CD16" charakteryzowata wyzsza ekspresja CD14 mierzona MFI (Mean
Fluorescence Intensity) niz subpopulacje CD14'CD16 (Ryc. 34). Stad subpopulacje te
okreslono jako CD14"CD16 i CD147CD16".

Stosujac barwienie hematoksylina-eozyna wykazano réznice w morfologii komérek tych
subpopulacji (Fot. 1.). Komérki CD14°CD16™ byty mniejsze, okragte, miaty nerkowate jadro i

gladka powierzchnie, zatem morfologicznie odpowiadaty monocytom. Komorki CD14 ' CD16"
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byly wigksze, miaty obfita cytoplazme zawierajaca wakuole, mate okragle jadro i1 nieregularna

powierzchnig, co odpowiada morfologii makrofaga.

4.5.9. Charakterystyka immunofenotypowa subpopulacji monocytow.

Po 3 dniach ekspansji izolowanych komoérek CD34" komérki hodowano przez 7-10 dni w
standardowym podlozu roznicujacym a nastgpnie barwiono stosujac technike¢ potrdjnego
barwienia.  Wigkszo$¢ komorek (>90%) byta CDIla", CDI13", CD33", natomiast nie
stwierdzono wystgpowania réznic w ekspresji pomigdzy subpopulacjami CD14"CD16" oraz
CD14'CD16, a takze réznic w intensywnosci fluorescencji. Nie stwierdzono obecnosci CDla,
CD83, CD80. Subpopulacja CD14"°CD16" charakteryzowata sie wickszym odsetkiem oraz
wigksza intensywnoscia fluorescencji komérek CD40+, CD163+, CXCR4+ oraz HLA-DR+,
oraz zwigkszonym odsetkiem CD11a, CD64, CCRS5. Liczba komoérek CCR2 (ale nie MFI) na tej
subpopulacji byla mniejsza (Tab.3). Wskazuje to na réznice migdzy tymi subpopulacjami nie

tylko w wystgpowaniu CD16, ale takze innych determinant.

4.5.9. Wplyw dodatkowych czynnikéw roznicujacych na dojrzewanie komorek do
monocytow (1,25 dihydroxywitaminy D3, CD40L).

Komérki CD34" po wstepnej ekspansji poddawano 14 dniowej hodowli w standardowym
podtozu réznicujacym oraz dodatkeim VD3 lub CD40L. Dodatek VD3 nie zwigkszal proliferacji
(Rys.35A), ale powodowal zwiekszenie odsetka komoérek CDI14" z 39,6%+27,2 % do
73,0%+16,3% w 7 1 z 21,4%+10% do 77,3%=*12% w 10 dniu réznicowania (Rys.35B) oraz
zmniejszenie odsetka komoérek CD14°CD16" w 7 dniu réznicowania z 12,8+5% na 2,6+1,3%
(Rys.35C) w poréwnaniu ze standardowym protokotem, przy porownywalnym wzroscie liczby
komorek (Rys.35A). Dodatek CD40L zwigkszal nieznacznie proliferacje komoérek (Rys.35A),

ale nie wplywal istotnie na proporcje subpopulacji monocytow (Rys.35C).
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4.6. Ocena funkcjonalna uzyskanych w wyniku ekspansji i rdéznicowania do

monocytéw/makrofagéw subpopulacji komérek CD147'CD16" oraz CD14'CD16".

4.6.1. Ocena zdolnosci do fagocytozy opsonizowanych bakterii Staphylococcus aureus oraz
produkcji reaktywnych form tlenu (anionu ponadtlenkowego) przez subpopulacje
komoérek CD147"'CD16" oraz CD14"CD16".

Subpopulacja monocytow CD14'CD16  wykazywala znaczna zdolno$é do fagocytozy S.
aureus i niska oksydacje HE po fagocytozie (Rys.36). Monocyty CD14'CD16" wykazywaty
mniejsza aktywno$¢ fagocytarna i wysoka spontaniczng ekspresj¢ HE, ktéra nie wzrastala po

fagocytozie (Rys.36).

4.6.2. Ocena zdolno$ci do produkcji cytokin przez subpopulacje komérek CD14"'CD16"
oraz CD14°CD16'.

Uzyskane w wyniku ekspansji (3-7 dni) i réznicowania (7-10dni) komorki sortowano (z
wyjatkiem 4.5.1) na 2 subpopulacje CD147CD16" oraz CD14'CD16’, ktére poddawano testom
czynno$ciowym. Izolowane subpopulacje komoérek komoérek CD14'CD16" oraz CD14'CD16
hodowano przez 18 godzin w podlozu z dodatkiem lub bez czynnikow stymulujacych: LPS/IFNy
lub komodrek nowotworowych (linia komdérkowa HPC-4). Przy uzyciu ELISA oceniano st¢zenie
IL-10, IL-12 1 TNF w supernatantach z hodowli. Obydwie subpopulacje nie uwalniaty TNF ani
IL-10, ale produkowatly IL-12p40. Subpopulacja CD14"CD16" produkowata znaczaco wigcej
IL-12 niz subpopulacja CD14"CD16™ (Rys.37).

4.6.3. Ocena zdolnosci indukeji allo-MLR przez subpopulacje komérek CD14""CD16" oraz
CD14°CD16".

Poréwnujac zdolnosci obydwu subpopulacji do indukcji allo-MLR, stwierdzono, ze
subpopulacja CD14"CD16" charakteryzuje si¢ istotnie wieksza zdolnoscia do stymulacji
proliferacji allogenicznych komorek jednojadrzastych krwi obwodowej w porownaniu do

subpopulacji CD14"'CD16 (Rys.38).
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Rys.1. Liczba kolonii (CFU-GM, BFU-E, CFU-GEMM) uzyskanych w 14 dniu hodowli
komérek CD34".

Komoérki CD34" izolowane dwoma metodami: sortowanie immunomagnetycznego (MiniMacs )
1 sortowanie w cytometrze przeptywowym (MoFlo) hodowano w podiozu pétptynnym (IMDM,
1%metyloceluloza, 30% plodowa surowica cieleca, 1% albumina wotowa, 10*°M  2-
merkaptoetanol, 2mM L-glutamina, oraz cytokiny 3U/ml Epo, 50ng/ml SCF, 10ng/ml IL3,
10ng/ml GM-SCF). W 1 ml podtoza zawieszano 5000 komorek CD34+. Po 14 dniach hodowli w
mikroskopie odwracalnym oceniano liczbg kolonii. Wykres przedstawia $rednia + SD z 7

eksperymentow przeprowadzonych w duplikatach. *p <0,05.
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Rys.2. Chemotaksja komérek CD 34" izolowanych 7 krwi pepowinowej do SDF-1 bezposrednio
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Komorki izolowano w/w metodami. Bezposrednio po izolacji (czas Oh) oraz po 3h inkubacji w
37°C (czas 3h) badano zdolno$¢ do chemotaksji uzyskanych komérek CD 34" do podtoza IMDM
(z 0,5% BSA) z dodatkiem SDF-1 (300 ng/ml). Chemotaksje prowadzono przez 3h w 37°C, a
ilos¢ komorek w komorze dolnej analizowano za pomoca cytometru przeplywowego.

Wykres przedstawia wynik jednego, wybranego eksperymentu.
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Rys.3. Chemotaksja komérek CD34" izolowanych 7 krwi pepowinowej do SDF-1 .
Metodologia jak podano w opisie do Rys.2.

Wykres przedstawia §rednia + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.4. Ocena klonogennosci komérek CD34" migrujgcych do SDF-1 .

Komérki CD 34" izolowano z krwi pepowinowej na kolumnach MiniMacs oraz za pomoca
sortera komorkowego MoFlo. Po chemotaksji do SDF-1 badano klonogenno$¢ komoérek CD34" z
dolnej komory. Metodologia jak na Rys.1. Klonogenno$¢ obliczano jako procent komorek

tworzacych kolonie w poréwnaniu do komoérek migrujacych do dolnej komory. Wykres

przedstawia $rednia + SD z trzech eksperymentow.
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Rys.5. Kinetyka proliferacji izolowanych komorek CD34".

Komérki CD34" izolowano z krwi pepowinowej i hodowano w podtozu X-VIVO 10 z
dodatkiem 4% FBS oraz czynnikéw wzrostowych (50ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ FLT-3L,
15ng/ml TPO). Wyjsciowa liczba komorek wynosita 1x10°. Wykres przedstawia $rednia + SD z

pigciu eksperymentow.
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Rys.6. Proliferacja izolowanych komorek CD34+ i ich charakterystyka immunofenotypowa.
Metodologia jak na Rys.5. W kolejnych dniach ekspansji oceniano wystepowanie na komorkach
wybranych markeréw powierzchniowych (CD34, CD33, CDI15, CDI14). W cytometrze

przeplywowym oceniano % komorek dodatnich, stosujac technike pojedynczego znakowania.

dni hodowli

Wykres przedstawia Srednig + SD z czterech eksperymentow.
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Rys.7. Klonogennos¢ komérek CD34" bezposrednio po izolacji oraz po 3 dniowej ekspansji .
Metodologia hodowli jak na Rys.1. Oceniano tworzenie kolonii przez komorki bezposrednio po
izolacji oraz w 3 dniu hodowli prowadzonej jak na Rys.5. Wykres przedstawia $rednia + SD z 6

eksperymentdéw przeprowadzanych w duplikatach.
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Rys.8. Wplyw réZnych podloZy na ekspansje izolowanych komorek CD34.

Izolowane komorki CD34" poddawano 7 dniowej ekspansji w podtozach: X-VIVO 10, RPMI
1640, IMDM, DMEM, SFEM, StemLine, z czynnikami wzrostowymi jak na Rys.5 oraz z
dodatkiem (podtoza X-VIVO 10, RPMI 1640, IMDM, DMEM) lub bez FBS (podtoza X-VIVO0
10, SFEM, StemLine). W 3 i 7 dniu hodowli oceniano liczb¢ komérek oraz % komoérek CD34".
Na wykresie przedstawiono bezwzgledna liczbe komoérek CD34". Wyijsciowa liczba komorek
CD34" uzytych do hodowli wynosita 1x10°. Wykres przedstawia $rednia + SD z czterech

eksperymentow.
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Rys. 9. Poréwnanie ekspresji markeréw powierzchniowych na komérkach CD34" poddanych
3 dniowej ekspansji w podtoiu X-VIVO 10 w zaleinosci od steienia uiytych czynnikow
wzrostowych.

Komoérki CD34" wyizolowane z krwi pgpowinowej poddano 3 dniowej ekspansji w podtozu X-
VIVO 10 z dodatkiem 4% FBS oraz cytokin (SCF + IL-3 + FLT-3L + TPO). Czynniki

wzrostowe dodawano do hodowli w stezeniach:

100ng/ml SCF 50ng/ml SCF
60ng/ml IL-3 30ng/ml IL-3
100ng/ml FLT-3L 30ng/ FLT-3L
100ng/ml TPO 15ng/ml TPO

Liczba komoérek w 3 dniu ekspansji wynosita 0,8 +/-0,18 dla wigkszego 1 0,87+/-0,32 dla
mniejszego stgzenia czynnikoOw wzrostowych. Wykres przedstawia $rednia + SD z czterech

eksperymentow.
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Rys.10. Liczba komdorek w 3 dniu hodowli.
Komoérki CD34" izolowano z krwi pepowinowej, krwi obwodowej lub szpiku kostnego.
Hodowle prowadzono jak na Rys.5. W 3 dniu hodowli okres$lano liczbg¢ komoérek. Wyjsciowa

liczba komoérek zawsze wynosita 1x10°. Wykres przedstawia $rednia + SD z pigciu

eksperymentow
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Rys.11. Immunofenotyp komérek CD34" bezposrednio po izolacji.
Metodologia jak na Rys. 10. Po izolacji oceniano ekspresje/koekspresje: CD34, CD38, CXCRA4.

Wykres przedstawia $rednia + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.12. Immunofenotyp komorek CD34" w 3 dniu hodowli.
Metodologia jak na Rys. 10. W 3 dniu ekspansji oceniano ekspesje/koekspresje¢ CD34, CD38,
CXCRA4. Wykres przedstawia §rednig + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.13. Immunofenotyp komorek CD34" bezposrednio po izolacji.
Metodologia jak na Rys. 10. Po izolacji oceniano ekspresje: CD15, CD33, CD7,CDI117, CD5.

Wykres przedstawia §rednig + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.14. Immunofenotyp komorek CD34" w 3 dniu hodowli.
Metodologia jak na Rys. 10. W 3 dniu ekspanjsi oceniano ekspresje: CD15, CD33, CD7,CD117,
CDS5. Wykres przedstawia srednia + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.15. Immunofenotyp komérek CD34" bezposrednio po izolacji.
Metodologia jak na Rys. 10. Po izolacji oceniano ekspresje: CD13, CD133, CD3, MPO, CD79a.

Wykres przedstawia §rednig + SD z pigciu eksperymentdw.
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Rys. 16. Immunofenotyp komorek CD34" w 3 dniu hodowli.
Metodologia jak na Rys. 10. W 3 dniu ekspansji oceniano ekspresj¢: CD11, CD133, CD3, MPO,
CD79a. Wykres przedstawia srednia + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys. 17. Poréwnanie ekspresji wybranych markeréw powierzchniowych na komérkach CD34"
poddanych 3 dniowej ekspansji, w zaleznosci od zastosowanej surowicy (cieleca lub 7 krwi
pepowinowej).

Izolowane komoérki CD34" poddawano 3 dniowej ekspansji w medium X-VIVO 10 z dodatkiem
czynnikow wzrostowych (50ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ FLT-3L, 15ng/ml TPO) oraz 4%
FBS lub 4% surowicy z autologicznej krwi pgpowinowej. W 3 dniu hodowli oceniano liczbg
komoérek oraz wystgpowanie na komorkach niektérych markeréw powierzchniowych.
Stosowano technike pojedynczego oraz podwojnego znakowania. Ilos¢ komorek w 3 dniu
ekspansji wynosita przy uzyciu FBS 0,8+0,57x10°, a przy uzyciu surowicy z autologicznej krwi
pepowinowej 0,9+0,6x10°. Wyjsciowe inokulum wynosito 1x10° komorek. Wykres przedstawia

$rednia + SD z pigciu eksperymentow.

55



400

350 +
. Il zmiana potowy medium co 3-4 dni
300 B state wyjsciowe inoculum co 3-4 dni

250
200

150

krotnos¢ wzrostu

100 H

50

dni ekspansji

Rys. 18. Wplyw sposobu prowadzenia hodowli na proliferacje komorek.

Izolowane komérki CD34" poddawano ekspansji w podtozu X-VIVO 10 z dodatkiem czynnikow
wzrostowych (SCF, IL-3, FLT-3L, TPO) oraz 4% FBS. Co 3-4 dni hodowli liczono komorki i
zmieniano polowe podtoza hodowlanego lub przenoszono stata wyjsciowa liczbg komorek do
$wiezego podtoza hodowlanego. Wykres przedstawi $rednia krotnosci wzrostu + SD z czterech

eksperymentow.
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Rys.19. Kinetyka proliferacji komorek CD34+

Metodologia jak na rys.5. Wykres przedstawia srednia + SD z dziesigciu eksperymentow.
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Rys.20. Immunofenotyp izolowanych komorek CD34+ poddanych ekspansji w hodowlach
dtugoterminowych.

Metodologia jak na Rys.5. W kolejnych dniach ekspansji oceniano ekspresje/koekspresj¢: CD34
1 CD38. Wykres przedstawia srednia + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.21. Immunofenotyp izolowanych komorek CD34+ poddanych ekspansji w hodowlach
dlugoterminowych.

Metodologia jak na Rys.5. W kolejnych dniach ekspansji oceniano ekspresje/koekspresje: CD34,
HLA-DR, CXCR4. Wykres przedstawia $rednia + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.22. Immunofenotyp izolowanych komorek CD34+ poddanych ekspansji w hodowlach
dltugoterminowych.
Metodologia jak na Rys.5. W kolejnych dniach ekspansji (0, 3, 7, 14, 21) oceniano ekspresj¢:

CD33, CD7,CD117, CDS5, CD13. Wykres przedstawia $rednia + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.23. Klonogennos¢ komérek CD34" bezposrednio po izolacji oraz po 21 dniowej ekspansji.
Metodologia jak na Rys.1. Oceniano klonogennos¢ komorek bezposrednio po izolacji oraz w 3,
7,141 21 dniu hodowli prowadzonej wedtug protokotu opisanego na Rys.5. Wykres przedstawia

srednig + SD z szeSciu eksperymentow przeprowadzanych w duplikatach. *p <0,05.
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Kom CD34+ CD3:;$)331 sdj;liach CD3:;£;)a’l71 sc};liach

CD34 2,33+/-3,6 4,67+/-3,4 1,89+/-2,35
CD45 13,62+/-13,28 4,67+/-4,5 2,78+/-2,79
34/45 - 1,43+/-1,2 0,88+/-1,0
CD19 0 0 0

CD38 5,96+/-14,6 1,37+/-1,5 0,28+/-0,3
CD14 - 0,5+/-0,2 0,1+/-0,14
CD33 7,5+/-5,2 0,1+/-0,17 0,9+/-1,2
CD4 - 0 0,17+/-0,2
CD13 - 1,6+/-0,7 4,3+/-2,7

Tab. 2. Odsetek ludzkich hematopoetycznych komorek w szpiku kostnym myszy SCID w

zaleznosci od czasu ekspansji komorek CD34" (3 lub 7 dni).

Komoérki CD34" po 3 i 7 dniach ekspansji podawano uprzednio naswietlano promieniowaniem vy
myszom SCID w dawce 1x10° do 1x10° komoérek/200ul/mysz. Po 6 tygodniach w szpiku
kostnym myszy w trzech grupach (podawane komérki CD34" bezposrednio po izolacji oraz w 3 i

7 dniu ekspansji) oceniano odsetek komorek wykazujacych ekspresj¢ ludzkich determinant CD.

Wykres przedstawia §rednig + SD z pigciu eksperymentdw.
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Rys.24. Wplyw roinych podloiy hodowlanych na roéZnicowanie komdrek do
monocytow/makrofagow.

Izolowane komoérki CD34" (1x10°) hodowano przez 7 i 14 dni w réznych podtozach
hodowlanych: RPMI, IMDM, DMEM, MEMalfa, z dodatkiem FBS oraz r6znych czynnikéw
wzrostowych (25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-3L oraz 30ng/ml M-CSF jako
czynnika roznicujacego. Po zakonczeniu hodowli okreslano liczbe komorek (A) oraz %

komérek CD14" (B). Wykres przedstawia $rednia + SD z pigciu eksperymentow.
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Rys.25. Wplyw surowicy na roinicowanie komdrek do monocytow/makrofagow.

Izolowane komoérki CD34" hodowano przez 7 oraz 14 dni na ptytkach 24 dotkowych w podtozu
IMDM z dodatkiem czynnikéw wzrostowych (25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-3L
oraz 30ng/ml M-CSF jako czynnik réznicujacy) oraz roznych surowic (bydlgcej - FBS, konskiej
- HS, -syntetycznej - SF oraz surowicy ludzkiej grupy krwi AB - AB). Po zakonczeniu hodowli,
okreslano liczbe komoérek (A) oraz % komoérek CD14" (B). Wyjsciowo hodowle zakladano z

1x10°komoérek. Wykres przedstawia $rednia + SD z szeciu eksperymentow.
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Rys.26. Liczba komérek (A) oraz procentowa zawartos¢é komorek CD14°(B) uzyskiwanych w
7 i 14 dniu hodowli w zaleinosci od kombinacji czynnikow wzrostowych.

Izolowane komoérki CD34" (1x10°) poddawano réznicowaniu do monocytow/makrofagéw jak na
Rys.25. Stosowano rozne kombinacje czynnikow wzrostowych. Po 7 i 14 dniach hodowli,
oceniano liczbe komoérek (A) oraz % komorek CD14" (B). Wykres przedstawia $rednia + SD z

sze$ciu eksperymentow.
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Rys.27. Poréwnanie réznicowania w kierunku monocytéw komorek CD34" bezposrednio po
izolacji oraz po 3 dniach ekspansji.

Izolowane komérki CD34" poddawano réznicowaniu do monocytéw/makrofagéw jak na Rys. 25
z zastosowaniem FBS. Cze$¢ komoérek CD34" poddawano 3 dniowej ekspansji jak na Rys.5. Po
tym czasie komorki przenoszono do podtoza hodowlanego i prowadzono rdéznicowanie w
kierunku monocytow/makrofagéw jak wyzej. W kolejnych dniach réznicowania oceniano
ekspresjg: CD34, CD14, CD16, HLA-DR. Wykresy przedstawiaja krotno$¢ wzrostu liczby
komoérek (A) oraz % komoérek dodatnich (B). Wykres przedstawia $rednia + SD z szesciu

eksperymentow.
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Rys.28. Wplyw roinych podloiy hodowlanych na roéZnicowanie komorek do
monocytow/makrofagow.

Po 3 dniach ekspansji izolowanych komérek CD34" komoérki hodowano przez 7 dni w réznych
podtozach (RPMI 1640, IMDM, DMEM, MEMalfa) z dodatkiem 20% FBS oraz czynnikow
wzrostowych (25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-3L, 30ng/ml M-CSF). W 7 dniu
oceniano krotno$c wzrostu liczby komérek (A) oraz ekspresje/koekspresje: CD14 " (B). Wykres

przedstawia $rednia + SD z szeSciu eksperymentow.
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Rys.29. Wplyw surowicy na roinicowanie komdrek do monocytow/makrofagow.

Izolowane komérki CD34" po 3 dniach ekspansji (jak na Rys.5) poddawano réznicowaniu do
monocytow/makrofagow przez 7 1 14 dni w podlozu IMDM z dodatkiem czynnikow
wzrostowych (25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-3L oraz 30ng/ml M-CSF jako czynnik
roéznicujacy) oraz roznych surowic (FBS, HS, SF oraz AB). Po zakonczeniu hodowli, okreslano
krotno$c wzrostu liczby komorek (A) oraz % komoérek CD14" (B). Wykres przedstawia warto$é

srednig + SD z szeSciu eksperymentow.
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Rys.30. Wplyw  czynnikow  wzrostowych  na  réZnicowanie komorek  do
monocytow/makrofagow.

Izolowane komorki CD34" poddawano 3 dniowej ekspansji (jak na Rys.5), a nastepnie
hodowano w podtozu IMDM z 20% FBS oraz dodatkiem réznych kombinacji czynnikow
wzrostowych. Po 7 i 14 dniach réznicowania oceniano krotno$¢ wzrostu liczby komorek (A)

oraz % komorek CD14" (B). Wykres przedstawia $rednia + SD z sze$ciu eksperymentow.
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Rys.31. Klonogennos¢ komorek CD34" bezposrednio po izolacji lub po 3 dniach ekspansji i 7
dniach roZnicowania do monocytow/makrofagow.

Metodologia jak na Rys.1. Oceniano klonogenno$¢ komodrek bezposrednio po izolacji oraz w 7
dniu réznicowania do monocytoéw/makrofagow w podtozu IMDM z dodatkiem 20% FBS oraz
czynnikow wzrostowych (25ng/ml SCF, 30ng/ml IL-3, 30ng/ml FLT-3L, 30ng/ml M-CSF),
okreslanym jako standartowe podtoze réznicujace, po 3 dniach ekspansji wedtug protokjotu jak
na Rys.5. Wykres przedstawia $rednia + SD z szeSciu eksperymentow przeprowadzanych w

duplikatach. *p <0,05.
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Rys.32. Wplyw czasu trwania ekspansji i roZnicowania na dojrzewanie komdrek w kierunku
monocytow/makrofagow.

Komoérki CD34+ poddawano ekspansji przez 3, 7 i 10 dni, nastepnie przenoszono 1x10°komérek
do standartowego podltoza réznicujacego w/g protokotu jak na Rys.31. i hodowano 4-14 dni.
Oceniano liczbg komorek przedstawiona jako krotnos$¢ (A) wzrostu (liczac od poczatku hodowli)

oraz % komorek CD14" (B). Rysunek przedstawia érednia + SD z czterech eksperymentow.
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proporcjonalny przyrost liczby komoérek CD14

Rys.33. Hodowla izolowanych komérek CD14".

Komorki hodowano wg protokotu jak na Rys.31, po 7 dniach réznicowania izolowano komorki
CD14" z zastosowaniem systemu MiniMacs i dalej prowadzono hodowle w standardowym
podtozu réznicujacym. W kolejnych dniach oceniano liczbe komorek oraz % komérek CD14".

Wykres przedstawia $rednia + SD z trzech eksperymentow.

72



2 & & 19,5%
2 _] MFTI 2756
= .
. < :
<L w
[ = n_ﬂ::l
% 3 o 7
7] = =
- Uﬂc :
7 o _ 38,5%
1 R z MR L MFI 964
1 _5.':_,:}-.; v . N
TTT T[T T T T [T T T T [TT T T [TTTI]]1 1IIIII|'|'|'|2IIlllnqjlllllﬂqdlllllﬂqs_l'
a0 100 130 200 250 10 10 10 10 10
FSC-A [x 1,000 CD14 APC-A

Rys.34. Ekspresja CD14 i CD16 na komérkach CD34" poddanych 3 dniowej ekspansji i 7
dniowemu roZnicowaniu w kierunku monocytow/makrofagow.

Po 3 dniach ekspansji izolowanych komoérek CD34" komorki hodowano przez 7 dni w
standardowym podtozu réznicujacym. W 7 dniu réznicowania oceniano ekspresje/koekspresje:
CD14", CD16" oraz intensywno$¢ fluorescencji. Wykres przedstawia wyniki jednego wybranego

eksperymentu.
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CD14CD16" CD14°'CD16

Fot.1. Morfologia komodrek CDI14" oraz subpopulacji CDI14°CDI16° i CDI4'CDI6
uzyskanych z komérek CD34" poddanych 3 dniowej ekspansji i 7 dniowemu réznicowaniu w
kierunku monocytow/makrofagow.

Po 3 dniach ekspansji izolowanych komoérek CD34" komoérki hodowano przez 7 dni w
standardowym podtozu roznicujacym. W 10 dniu rdéznicowania z zastosowaniem srtera
komérkowego izolowano populacje komoérek CD14" a nastepnie subpopulacje CD147'CD16" i
CD14°CD16". Preparaty cytospinowe barwiono hematoksylina-eozyna. (pow. 1000x)
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CD147CD16" CD14'CD16

% MFI % MFI
CDlla 93,2+4.4 1686+367 96,2+4.6 1744+368
CD11b 96,3+3,2 12826+3742 86,1+13,6 4580+2857*
CDI3 97,142,7 18466+10121 | 88,4+2.4 4329+2039
CD33 64,4+6 588743341 25+10% 3126+1599
CD40 16,846,1 895 +170 6+2,2% 275+178%
CD64 72,4+13,7 2189+238 70+8,7 859+317*
CD86 34+16,5 2050+50 29,349,8 841+157
CD163 77,8424,5 8245+2337 18,8+13* 1549+1074*
HLA-DR | 90,1+11,1 16535+6404 51,9+10,6 1237+450%
CCR2 2,7+1,8 605+248 19,6+12,6 456+154
CCRS5 7,1+4.,6 1061+173 10,5+11,7 482+125%*
CXCR4 38,8+10,6 3231+1003 17,24+10,2 1449+683

Tab. 3. Charakterystyka immunofenotypowa subpopulacji monocytow.

Po 3 dniach ekspansji izolowanych komérek CD34" komorki hodowano przez 7 dni w
standardowym podtozu rdéznicujacym. W 7 dniu réznicowania oceniano ekspresje CDlla,
CDI11b, CDI13, CD33, CD40, CD64, CD86, CD163, HLA-DR, CCR2, CCRS5, CXCR4 na
subpopulacjach CD147CD16" oraz CD14'CD16  oraz intensywno$é fluorescencji (MFI).
Wykres przedstawia srednia + SD z trzech eksperymentow.

*p <0,05.
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Rys.35. Wplyw dodania do podloia hodowlanego 1a,25 dihydroxywitaminy D3 oraz TNFo na
roZnicowanie komorek do monocytow/makrofagow.

Metodologia wg protokotu jak na Rys.31, dodatkowo do podtoza dodawano VD3 oraz CD40L.
W kolejnych dniach réznicowania oceniano krotno$¢ wzrostu liczby komorek (A), ekspresje
CD14" (B) oraz koekspresj¢ CD14" CD16" (C), oraz intensywno$¢ fluorescencji (MFI) (E,F,G).
Wykresy A-C przedstawija $rednia + SD z trzech eksperymentow, wykresy D-E przedstawiaja
wyniki jednego wybranego eksperymentu.

76



10°

[
§
v=h ol
LIJ -
3
it ++ +
s CD14™/CD16
+ - =]
CD14 /CD16 O%
10° 10 10°
CD14 - APC
® : o ‘es: B
b  HSe
[ 1
[TV L S ey
T
T =E b ‘o
E 70.4% E 33.1%
T e et et IR R TR O BT TR TR O T TR T
kontrola - FL1 S. aureus -FITC -FL1 kontrola - FL1 S. aureus -FITC - FL1

Rys.36. Fagocytoza opsonizowanych bakterii Staphylococcus aureus oraz produkcja
reaktywnych form tlenu (anionu ponadtlenkowego O5).

Komorki hodowano w/g protokotu jak na Rys.31, po 7 dniach barwiono anti-CD14 APC i anti-
CD16 PE-Cy5 i inkubowano z HE. Nstepnie poddawano inkubacji z opsonizowanymi bakteriami
S. aureus znakowanymi FITC. Z zastosowanem cytometru przeptywowego analizowano
subpopulacje komérek CD14CD16" i CD14'CD16 i w kazdej z nich zdolno$¢ do fagocytozy
(zielona fluorescencja FL1-FITC)) i produkcji O, (czerwona fluorescencja FL2-PE). Wykres

przedstawia wyniki jednego wybranego eksperymentu.
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Rys.37. Produkcja IL-12 przez subpopulacje monocytéw CD14"CD16" i CD14°CD16 po
stymulacji HPC-4 oraz IFN/LPS.

Komérki CD34" byly hodowane w/g protokotu jak na Rys.31. Po 7 dniach rdznicowania
podwojnie barwione anti-CD14 i anti-CD16 i sortowane na 2 subpopulacje CD14CDI16" i
CD14°CD16  z zastosowaniem sortera komoérkowego FACS. Nastepnie hodowano komorki
przez 18 godzin w podtozu z dodatkiem lub bez czynnika stymulujacego LPS/IFNy lub linii
komorkowej (HPC-4). Przy uzyciu zestawu ELISA oceniano st¢zenie IL-12 w supernatantach z

hodowli. Wykres przedstawia $rednia + SD z trzech eksperymentow.
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Rys.38. Stymulacja allo-MLR przez subpopulacje monocytéw CD14CD16" i CD14°CD16.

Subpopulacje monocytow izolowano w/g protokotu jak na Rys.37. Komorki naswietlano 1
dodawano w ro6znych ilosciach do komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBL, Peripheral
Blood Leukocytes). Hodowle prowadzono przez 6 dni, nastgpnie dodawano tymidyny
znakowanej trytem (‘H-TdR), po 18 godzinach w liczniku scyntylacyjnym oznaczano stopien
wbudowania tymidyny, okreslajacy zdolnosci proliferacyjne komoérek. Wykres przedstawia

$rednia liczbg zliczen + SD z trzech eksperymentow.
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5. DYSKUSJA

Namnazanie (ekspansja) komorek uktadu krwiotworczego w hodowlach ex vivo stwarza
nowe mozliwosci ich wykorzystania do celéw eksperymentalnych i kliniczych. Ekspansji mozna
poddawa¢ hematopoetyczne komodrki macierzyste, progenitorowe oraz liniowo zrdéznicowane
(mieloblasty, erytroblasty 1 megakarioblasty). Opracowano juz metody pozwalajace na
uzyskiwanie komorek ukladu megakariocytowego i erytroidalnego w hodowlach in vitro w
ilo$ciach pozwalajacych na wykorzystanie ich do celow doswiadczalnych i klinicznych [Majka i
wsp., 2001; Machaj 1 wsp., 2002; Stiff 1 wsp., 2000; Halle i wsp., 2000; Feng 1 wsp., 2005;
Ivanovic 1 wsp., 2006]. Do chwili obecnej nie opracowano metodologii otrzymywania z
macierzystych komoérek hematopoetycznych CD34"  komérek uktadu fagocytéw
jednojadrzastych (monocytéw/makrofagow).

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie wydajnej metody ekspansji i roznicowania do
monocytow hematopoetycznych komérek progenitorowych CD34", ktore nastgpnie mogtyby by¢é
wykorzystane do badan do$wiadczalnych i1 klinicznych w roéznych formach immuno- lub
genoterapii. Poniewaz ilo$¢ uzyskiwanych komoérek CD34" jest zawsze ograniczona, w
pierwszej czesci pracy podjeto probe ekspansji komérek CD34 " celem uzyskania jak najwigkszej
ilosci materialu wyjsciowego do dalszego roznicowania do monocytow.

W niniejszej pracy wykorzystano komorki CD34" pochodzace z réznych zrédet (krew
pepowinowa, szpik kostny i mobilizowana krew obwodowa). W pierwszym etapie badan
poréwnano dwa sposoby ich izolacji: sortowanie z wykorzystaniem cytofluorymetru
przeptywowego 1 izolacj¢ immunomagnetyczna. Do dalszych badan wybrano metode
immunomagnetycznej selekcji, gdyz cechowal ja wyzszy odzysk komérek CD34" wykazujacych
wyzsza klonogenno$¢, czyli wigksze zdolnosci proliferacyjne, przy porownywalnej czystosci,
zywotnos$ci oraz chemotaksji do SDF-1. Poniewaz celem badan byto uzyskanie mozliwie duzej
liczby monocytéw, odzysk komorek podczas izolacji, a takze ich zdolno$¢ do proliferacji byty
kluczowe dla wyboru metody.

W badaniach nad ekspansja komorek macierzystych/progenitorowych [Gammaitoni i wsp.,
2003], a takze ich roznicowaniem w kierunku megakariocytow wykorzystywane sa rozne zrodia
komoérek [Lefebvre i wsp., 1999]. W przeprowadzonych badaniach wlasnych poréwnano
komérki CD34" pochodzace z krwi pepowinowej, szpiku kostnego oraz mobilizowanej G-CSF
krwi obwodowej. Stwierdzono, ze komorki CD34" pochodzace z krwi pepowinowej wykazuja
najwigkszy potencjal proliferacyjny. W 3 dniu ekspansji uzyskano 6, 4.6 oraz 3.5 krotny wzrost
liczby komorek pochodzacych, odpowiednio, z krwi pegpowinowej, szpiku kostnego oraz

mobilizowanej G-CSF krwi obwodowej. Potwierdza to wczes$niejsze doniesienia o znacznie
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wyzszym potencjale repopulacyjnym oraz duzej zdolno$ci do proliferacji i tworzenia wigkszej
liczby koloni w hodowlach in vitro komérek CD34" pochodzacych z krwi pgpowinowej, w
porownaniu z komoérkami szpiku kostnego lub mobilizowanej krwi obwodowej [Hao i wsp.,
1995, Machaj i wsp., 2002]. Z opublikowanych danych wynika, iz w ciagu 3 dni hodowli in vitro
komérek CD34" pochodzacych z krwi pepowinowej, szpiku kostnego oraz mobilizowanej krwi
obwodowej uzyskiwano odpowiednio 12-krotny, 4 krotny i 5,5 krotny wzrost liczby komorek
[Kerre 1 wsp., 2001]. Biorac pod uwage powyzsze, a takze fakt, ze krew pgpowinowa jest
materiatem tatwo dostepnym, bowiem po porodzie pozostaje w naczyniach pgpowiny i tozyska a
pozyskanie jej (po porodzie) nie stanowi zadnego zagrozenia zycia oraz zdrowia dla matki i
ptodu i nie budzi zastrzezen etycznych, wykorzystywano ja do dalszych badan. Prowadzono
zardbwno krotkoterminowa (do 7 dni) jak i dlugoterminowa (do 21dni) ekspansj¢ komoérek
CD34". Do 3 dnia hodowli odsetek komoérek CD34" utrzymywat si¢ na wysokim poziomie
(86,5+8,6%), po czym gwaltownie spadal, w dniu 7 wynosit 32,4+6,4% , a w 21 dniu ponizej
1%, mimo iz proliferacja komorek zachodzita przez caty czas trwania hodowli. Analizujac
bezwzgledna liczbe komérek CD34", stwierdzono ich mniejsza liczbe w 14 niz w 7 dniu
hodowli. Podobnie zdolno$é komoérek CD34" do tworzenia kolonii w potptynnym podtozu do 3
dnia hodowli byla porownywalna do komorek bezposrednio po izolacji, po czym spadala.
Dotyczyto to gldwnie kolonii CFU-GEMM, ktére sa tworzone przez mniej zrdznicowane
komorki. Swiadczy to o tym, ze diuzszy czas trwania hodowli prowadzi do ukierunkowania
liniowego komoérek. Stwierdzono, ze optymalnym czasem ekspansji komorek CD34" sa 3-4 dni.
Poréwnujac immunofenotyp komérek CD34", pochodzacych z 3 zrédet, bezposrednio po izolacji
oraz po 3 dniach ekspansiji stwierdzono, iz bezposrednio po izolacji odsetek komorek CD34" i
CD34'CD38" byt poréwnywalny, natomiast po 3 dniowej hodowli najmniejszy w przypadku
szpiku kostnego. Podobnie odsetek komérek CXCR4" w przypadku wszystkich trzech zrodet byt
po izolacji zblizony, natomiast po 3 dniowej ekspansji dochodzito do jego spadku, przy czym byt
on najwyzszy w przypadku szpiku kostnego, co wskazuje, Ze ten materiat nie jest najlepszym do
uzycia do takiej ekspanjsi. Markery liniowo specyficzne (CD3", CD5', CD7", CDI15")
utrzymywaly si¢ na zblizonych niskich poziomach zar6wno po izolacji jak 1 po hodowli, nie
obserwowano takze wystgpowania komorek T 1 B (CD3 i CD79a), czyli tak prowadzona
ekspansja nie prowadzita do réznicowania w kierunku granulocytow i limfocytow. Odsetek
komérek CD33" oraz CD13" byt poréwnywalny na komérkach pochodzacych z 3 zrédet.
Ekspresje CD13 obserwowano na okoto 90-98% komoérek CD34" bezposrednio po izolacji ze
wszystkich zrédet 1 podobnej proporcji komoérek po 3 dniach hodowli. Powyzsze dane w

polaczeniu z liczba komorek uzyskiwanych podczas ekspansji potwierdzilty, iz najlepszym
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zrodtem komoérek CD34" do ekspansji jest krew pepowinowa, co jest zgodne z opublikowanymi
danymi danymi [Hao i wsp., 1995, Machaj i wsp., 2002], a 3 dni hodowli nie wptywaja znaczaco
na zmian¢ immuunofenotypu komoérek poddawanych ekspansji.

Kluczowym sktadnikiem podtoza hodowlanego jest surowca, bedaca m.in. zrodtem
lipidow, peptydow 1 bialek. W przypadku ekspansji komoérek linii megakariocytowej 1
erytroidalnej wykazano m.in., Ze optymalny wzrost ilosci tych komorek uzyskuje si¢ w podiozu
hodowlanym wzbogaconym w tzw. surowicg syntetyczna begdaca mieszaning albuminy,
liposomow 1 transferyny wysyconej zelazem [Ratajczak i wsp., 1998 a i b]. Opublikowane dane
na temat ekspansji hematopoetycznych komoérek macierzystych nie okreslaja jednoznacznie
warunkow hodowli tych komorek. Przy zastosowaniu réznych surowic i ich stezen stwierdzono,
ze optymalnym dla ekspansji jest zastosowanie 12,5% HS i 12,5% FBS. Po 2 tygodniach
hodowli komérek CD133" uzyskiwano 16,6+6,2 krotno$é wzrostu ich liczby [Ruzicka i wsp.,
2004]. W niniejszych badaniach zastosowanie podloza hodowlanego zawierajacego FBS
pozwolilo na uzyskanie 36 — krotnego wzrostu liczby komoérek w 14 dniu hodowli. Prowadzenie
hodowli w bezsurowiczym podiozu jest stosowane ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania
klinicznego komorek celem uniknigcia ryzyka zakazenia wirusami 1 wystgpowania roznic
pomigdzy indywidualnymi probkami surowic, a takze ustalenie S$ciSle zdefiniowanych
czynnikow biochemicznych [Chivu i wsp., 2004]. W tych warunkach uzyskano 3,1 krotny
wzrost komérek CD34 " HLA-DR™ i 2,9 krotny wzrost liczby komérek CD34'CD71" w 3 dniu
ekspansji. Hodowle komoérek CD34" pochodzacych z mobilizowanej krwi obwodowe;
prowadzone w réznych podlozach bezsurowiczych, pozwalaja na uzyskanie w 8 dniu hodowli
3,7 krotnego wzrostu liczby komérek CD34" i 14,4 krotnego komérek CD347/CD38™ [Li i wsp.,
2005]. Z niniejszych badan wynika, ze zastosowanie FBS wplywa korzystnie na zwigkszenie
liczby komoérek CD34" podczas ekspansji, jednakze praktycznie wszystkie te komorki
wykazywaty koekspresj¢ CD38. Tak wuzyskane komodrki moglyby potencjalnie znalez¢
zastosowanie w terapii genowej. Poniewaz w ekspansji do celow klinicznych nie stosuje sig
surowic zwierzecych, zbadano takze wplyw surowicy pochodzacej z autologicznej krwi
pepowinowej. W poréwnaniu do surowicy zwierzecej nie stwierdzono istotnych réznic zaréwno
w krotnos$ci wzrostu ilo$ci komérek w 3 dniu hodowli jak réwniez w ekspresji wybranych
markerow powierzchniowych.

Proliferacja wezesnych komorek hematopoetycznych w szpiku kostnym jest kontrolowana
przez szereg cytokin i czynnikow wzrostowych wydzielanych przez komorki podscieliska.
Niektore czynniki wzrostowe i1 cytokiny, np. SCF, FLT-3L, TPO, IL-3, IL-6 odpowiedzialne sa
za proliferacj¢ komorek [Devine 1 wsp. 2003; Ratajczak i wsp. 1998b], podczas gdy inne jak np.
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M-CSF, G-CSF, GM-CSF, EPO oraz TPO powoduja gltéwnie rdéznicowanie i dojrzewanie
komorek liniowo ukierunkowanych [Geissler 1 wsp., 2000; Schwarz 1 wsp. 1991]. TPO odgrywa
rol¢ nie tylko w megakariopoezie, ale takze hamuje apoptoze komoérek [Borge i wsp., 1997], a
we wczesne] hematopoezie 1 w polaczeniu z innymi cytokinami wzmacnia ekspansj¢ komoérek
CD34" [Ramstiell i wsp., 1997; Tang i wsp., 2003]. Wykazano synergistyczne dziatanie TPO z
FLT-3L i SCF [Lues i wsp., 1998], natomiast uzycie samej TPO lub TPO z IL-3 powoduje, ze
wigkszos¢ komorek roznicuje si¢ w kierunku megakariocytow [Tang i wsp., 2003; Ratajczak i
wsp., 1998; Borge 1 wsp., 1997]. Zastosowanie TPO, SCF i FLT-3L w 6 dniowej hodowli w
IMDM z 10% FBS prowadzi do uzyskania 4,7 krotnego wzrostu ilo$ci komorek, w tym 3,4
krotnego wzrostu CD34". Uzycie kombinacji roznych czynnikéw wzrostowych z TPO powoduje
znaczaca ekspansje komorek CD34" [Liu i wsp., 1999; Pranke i wsp., 2005]. TPO, SCF i FLT-
3L stymuluje proliferacje komoérek, w tym komoérek CD34'CD38", co wskazuje na indukcje
ekspansji  liniowo  niezréznicowanych  komorek — macierzystych.  Charakterystyka
immunofenotypowa komorek CD34" krwi pepowinowej wykazuje na duze zrdznicowanie
zarowno komorek CD34" (0,4-4,9%), jak i CD34°CD38 (0,55-5,57%) [Pranke i wsp., 2005], co
moze wptywaé na zdolnosci proliferacyjne komoérek CD34" pochodzacych z réznych porcji krwi
pepowinowe;.

W niniejszej pracy zastosowano TPO i uzyskano w kolejnych dniach ekspansji znaczny
wzrost catkowitej liczby komoérek przy utrzymujacym si¢ odsetku komoérek CD34", co
potwierdzilto jej znaczaca role w ekspansji wczesnych hematopoetycznych prekursorow. Celem
optymalizacji sposobu prowadzenia hodowli stosuje si¢ hodowle w podilozach ptynnych z
udzialem podscieliska szpiku kostnego [Foquenne i wsp., 2005] lub bez [Levac i wsp., 2005,
Levebvre 1 wsp., 1999], perfuzyjne bioreaktory z ze stata wymiana podtoza hodowlanego [Stiff i
wsp., 2000; Engelhardt i wsp., 2001] i zamknigte systemy do ekspansji jak np. DIDECO
,Pluricell System” [Astori 1 wsp., 2005]. Niniejsze badania miaty takze na celu okreslenie
optymalnego sposobu prowadzenia hodowli. Zaktadanie hodowli co 3-4 dni zawsze ze statego
wyjsciowego inoculum w $wiezym podtozu hodowlanym w poréwnaniu do zmiany potowy
podioza co 3-4 dni wptywato na zwigkszenie odzysku komorek.

Wybor optymalnych podlozy hodowlanych jak réwniez réznych kombinacji czynnikéw
wzrostowych jest nadal nieustalony [Balducci i wsp., 2003; Kohler i wsp., 1999]. W niniejszej
pracy do ekspansji komoérek CD34" zastosowano rézne podtoza hodowlane: X-VIVO 10+/-FBS,
SFEM and STEMLINE II. Badania wykazaty, ze w 7 dniu hodowli najwigksza liczb¢ komorek
(ok. 20 krotny wzrost) uzyskano stosujac podtoze X-VIVO 10 wzbogacone w FBS. Dlatego to
podtoze uzyto do dalszych badan nad ekspansja komoérek CD34". Stwierdzono spadek odsetka

83



komérek CD34" hodowanych w tym podtozu powyzej 3 dni hodowli, podczas gdy w innych
utrzymywatl si¢ on przez dtuzszy czas. Prawie wszystkie komérki hodowane w podtozu X-VIVO
10 + FBS byly CD33" i CD38", natomiast nie stwierdzono komérek CD14" i CD15". Potwierdza
to inne obserwacje mowiace o szybkim spadku ilosci komoérek CD34" hodowanych w podtozu
IMDM z FBS i r6zna kombinacja czynnikoéw wzrostowych [Grande i wsp., 2002].

Wobec stwierdzenia, ze w 7 dniu hodowli komorki pozostaja nadal w ekspotencjalnej fazie
wzrostu podj¢to badania nad ustaleniem kinetyki w hodowlach dtugoterminowych. Ukazaty sig
doniesienia  wskazujace na  mozliwo$s¢  hodowli  hematopoetycznych  komorek
macierzystych/progenitorowych przez 3 [Martinez —Jaramillo 1 wsp., 2004; Engel 1 wsp., 1999],
4 [Bohbot i wsp. 1995; Bruno i wsp., 2003], 6 [Flores-Guzman i wsp., 2005], a nawet 10 tygodni
[Gammaitoni 1 wsp., 2003, Lazzari i wsp., 2001]. W niniejszych badaniach prowadzono
hodowle w podtozu X-VIVO 10 z dodatkiem FBS, SCF, FLT-3L, IL-3, TPO do 21 dnia.
Znaczny wzrost liczby komoérek obserwowano do 14 dnia hodowli (ok. 30-40 krotny), a
nastgpnie tylko niewielki przyrost ich liczby. Badania immunofenotypu a takze klonogennos¢
komoérek CD34+ bezposrednio po izolacji i w kolejnych dniach dlugoterminowych hodowli
wykazaly, iz odsetek komorek CD34" , CD347/CD38" i CD34/CD38 gwattownie obnizat si¢ po
7 dniach hodowli, a w 21 dniu nie stwierdzano komoérek CD34", réwniez proporcja komorek
CD34" wykazujacych koekspresje HLA-DR gwattownie spadata powyzej 3 dnia hodowli. Takze
od 7 dnia hodowli liczba kolonii BFU-E i CFU-GEMM ulegta obnizeniu, a kolonii CFU-GM od
14 dnia hodowli. Powyzsze wyniki potwierdzily, ze optymalny czas do ekspansji komorek
CD34" wynosi 3-4 dni.

Komorki pochodzace z krwi pgpowinowej posiadaja wigksze zdolnosci do wszczepienia do
myszy SCID niz pochodzace z innych zrédet [Wang i wsp., 1997]. Inne doniesienia wykazuja, ze
komorki krwi pgpowinowej po 12 dniowej ekspansji in vitro charakteryzuja si¢ wigksza
zdolnoscia repopulacyjna niz komérki CD34" bezposrednio po izolacji poniewaz w szpiku
myszy SCID stwierdzono dwukrotnie wiecej komoérek CD45" (3.4+2.01%), a odsetek komoérek
CD34" wynosit 1,5+0,6 oraz 3,4+2,01 odpowiednio przed oraz po 12 dniowej ekspansji [Astori i
wsp., 2005]. Niniejsze badania dowiodty, ze komorki uzyskane w wyniku 3 1 7 dniowej ekspansji
posiadaja zdolnosci repopulacyjne. Po 6 tygodniach od przeszczepienia ich myszom SCID
uprzednio naswietlonym subletalna dawka promieniowania y, w szpiku kostnym myszy
stwierdzono ludzkie komoérki hematopoetyczne (CD45+) w 1ilosci 4,6+4,5% oraz 1,9+2,3%
odpowiednio dla komoérek po 3 i 7 dniach ekspansji. Nie stwierdzono odbudowy dojrzatych
komoérek szeregu limfocytarnego (brak komoérek CD4" i CD19"), ale obecno$é wczesnych

komérek T i B (CD38"). W obydwu grupach nastapita odbudowa szeregu mieloidalnego
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(obecnos¢ komoérek CDI13", CD33"). Z innych badan wynika, ze mozliwa jest odbudowa
wszystkich linii hematopoetycznych [Astori i wsp., 2005; Ueda i wsp., 2000; Bruno i wsp., 2004;
Piacibello 1 wsp., 1999; Levac i wsp., 2005]. Istnieja dane wskazujace, iz zdolnosci
repopulacyjne zaleza od kombinacji cytokin uzytych do ekspansji komérek CD34", np.
zastosowanie TPO zwieksza odsetek komorek CD45™ w szpiku myszy SCID z 2,32 do 6,69%
[Ueda i wsp., 2000]. Podobne zdolnosci repopulacyjne posiadaja takze komorki uzyskane z
mobilizowanej krwi obwodowej i hodowane 8 dni w podtozu bezsurowiczym — u myszy SCID
stwierdzono 5,8+3,34% komoérek CD45 [Li i wsp., 2005]. Inne doniesienia sugeruja, iz mozliwe
jest rekonstytucja megakariocytéow u myszy SCID po przeszczepie komérek CD34" z krwi
pepowinowej po 4 tygodniowej ekspansji [Bruno i wsp., 2004].

Zasadniczym celem badan byla proba zréznicowania progenitorowych komorek
hematopoetycznych CD34" do monocytéw. Do chwili obecnej nie opracowano metodologii
uzyskiwania monocytéow z komoérek CD34". Mozliwe jest roznicowanie, ale nie ekspansja,
komoérek CD34" do dojrzatych monocytéw w obecnosci M-CSF lub M-CSF, IL-6 [Kamps i
wsp., 1999]. Z drugiej strony zastosowanie SCF i IL-2 w hodowli komérek CD34"
pochodzacych z mobilizowane; G-CSF krwi obwodowej prowadzi do uzyskania komoérek o
fenotypie CD56'CD33", ktére stanowia niewielki odsetek monocytow [Sconocchia i wsp.,
2004]. Jak wiadomo na réznicowanie komoérek wplywa sekwencja podawania cytokin [Ratajczak
1 wsp., 1998c]. W niniejszej pracy porownano 2 sposoby prowadzenia hodowli: réznicowanie
komoérek CD34" bezposrednio po izolacji lub ich réznicowanie po wstepnej ekspansji komorek
CD34" (hodowla 2 etapowa). Stwierdzono, ze wstepna ekspansja z zastosowaniem cytokin
wptywajacych gtéwnie na proliferacje komorek, a nie na ich réznicowanie jest bardzo korzystna.
Porownujac hodowle w podtozu IMDM z dodatkiem 20% FBS oraz koktajlem cytokin (M-CSF
+ FLT-3L + IL-3 + SCF) komoérek CD34" krwi pgpowinowej oraz komorek CD34" po 3 dniowej
ekspansji w podlozu X-VIVO 10 z dodatkiem FBS oraz SCF, IL-3, FLT-3L i TPO okazalo sig,
7e ta wstepna hodowla wptywa korzystnie na bezwzgledna liczbe komoérek CD14". Komoérki z
podloza do ekspansji, zawierajace prekursory monocytarne (CD13", CD33", HLA-DR',
czesciowo CD64"), ale nie CD15", byly przenoszone do podloza rdéznicujacego na 3-14 dni.
Obserwowano szybki wzrost liczby komorek (az do 300-krotnego w dniu 14). Nie obserwowano
w tych hodowlach prekursorow limfoidalnych. W 7 dniu hodowli roznicujacej stwierdzono
45+18% komorek CD14", i 22+11% CDI16". Wiekszos¢ (> 90%) komorek wykazywata
ekspresje CD11a, CD29, CD33, podczas gdy CD38" i HLA-DR" wystepowaly w granicach 64 -
72%. Wykrywano takze niewielki odsetek komérek CD34". Z niniejszych badan wynika takze,

ze na odsetek komorek CD14" najwiekszy wplyw ma czas roznicowania, bez wzgledu na

85



dhugos¢ trwania ekspansji, bowiem najwiekszy przyrost komérek CD14" uzyskano miedzy 7 a 10
dniem réznicowania. Biorac pod uwage bezwzgledna liczbe komoérek CD14" korzystna okazata
si¢ 10 dniowa ekspansja, bowiem wplywata ona istotnie na zwigkszenie ich liczby. W niniejszej
pracy uzyskano 29+5, 180,6+45, 580,2+112 oraz 692+100 krotny wzrost liczby komoérek
CD14" po 10 dniach ekspansji i odpowiednio 3, 7, 10 i 14 dniach réznicowania. Niektore
obserwacje wskazuja na 53,3+20,5, 307,1+119,5 oraz 1117,2+335,4 krotno$ci wzrostu
catkowitej liczby komorek, a takze 21,4+16,7, 143,2+60,35 oraz 150,8+42,16 krotno$ci wzrostu
liczby komorek o fenotypie CD1a odpowiednio po 7, 10 1 14 dniach ekspansji i réznicowania w
kierunku komorek dendrytycznych [Wang i wsp., 2004].

W dostepne;j literaturze brak danych dotyczacych wptywu réznych podtozy hodowlanych,
roznych surowic, na réznicowanie komorek CD34" w kierunku monocytéw/makrofagéw. W
wykonanych badaniach porownano wptyw ptodowej surowicy bydlecej, konskiej, ludzkiej grupy
krwi AB 1 tzw. surowicy syntetycznej na ekspansj¢ i roznicowanie komoérek linii monocytowo-
makrofagowej. Stwierdzono, ze w przeciwienstwie do wynikéw uzyskanych nad ekspansja
komoérek linii erytroidalnej 1 megakariocytowej, gdzie nie mozna zastosowa surowicy
zwierzecee] ze wzgledu na wystepujace w niej czynniki (np. TGFp), ktore hamuja réznicowanie
komoérek do megakariocytow, najbardziej optymalna ekspansj¢ 1 roéznicowanie komorek
monocytarnych umozliwiaty podtoza hodowlane z dodatkiem surowic zwierz¢cych. W niniejszej
pracy poréownano takze wplyw roznych kombinacji czynnikéw wzrostowych na dojrzewanie
komoérek CD34" w kierunku monocytéw. Z przeprowadzonych badan wynika, ze przy
réznicowaniu komorek do monocytow zastosowanie M-CSF lub M-CSF+SCF, prowadzi do
uzyskania komoérek o wysokiej ekspresji CD14, lecz ogdlna ich liczba jest jednak niewielka.
Dodatek FLT-3L lub IL-3 do M-CSF lub M-CSF + SCF zwicksza natomiast catkowitg liczbe
komoérek, zmniejszajac tylko nieznacznie odsetek komoérek CD14". Z przeprowadzonych badan
wynika wiec, ze do réznicowania komoérek CD34", poddanych uprzednio ekspansji, do
monocytow najbardziej optymalne wydaje si¢ zastosowanie nast¢pujacych czynnikow
wzrostowych i ro6znicujacych: M-CSF + SCF + IL-3 + FLT-3L w okresie 7-10 dni hodowli.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz mozliwe jest nawet 1000 krotne zwigkszenie liczby
wyjsciowych komoérek, z ktérych ok. 40-60% stanowia komoérki CD14", a zatem okoto 400-600-
krotne namnozenie komoérek CD14". Z uzyskanych komérek mozna nastgpnie pozyskaé za
pomoca ich izolacji na kolumnach immunomagnetycznych lub sortowania FACS czysta frakcje
komoérek CD14". Izolowane komoérki CD14" dalej nie proliferowaty, co oznacza, iz w tych
warunkach hodowli moga jedynie podlega¢ réoznicowaniu, zatem zachowuja si¢ jak monocyty

krwi obwodowej (przynajmniej w warunkach in vitro).
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Stosujac technikg¢ podwdjnego barwienia anti-CD14 i - CD16 stwierdzono obecnos¢ dwoch
subpopulacji monocytéow CD14'CD16 oraz CD14'CD16" wystepujacych w proporcji ok. 2:1.
Nie odpowiadaja one jednak klasycznym subpopulacjom monocytéw krwi obwodowej. Na
podstawie MFI CD14 mozna je okresli¢ jako CD14"(MFI 964) CD16 oraz CD14" (MFI 2756)
CD16", podczas gdy subpopulacje monocytéw krwi obwodowej wystepuja jako CD14“™CD16"
oraz CD14 "CD16 [Ziegler-Heitbrock 2000]. Wykazano takze réznice w morfologii uzyskanych
dwoch subpopulacji. Komérki CD14°CD16™ byty mniejsze, okragle, miaty nerkowate jadro i
gtadka powierzchnig, zatem morfologicznie odpowiadaty monocytom. Komérki CD14""CD16"
byly wigksze, miaty obfita cytoplazme zawierajaca wakuole, mate okragle jadro i1 nieregularna
powierzchnig, co odpowiada morfologii makrofaga. W literaturze brak doniesien dotyczacych
wystgpowania takich subpopulacji monocytow w krwi obwodowej, czy tez réznicowania takich
komorek z komorek progenitorowych.

Monocyty krwi obwodowej sa populacja heterogenna. Wyrodznia si¢ 2 gtdwne subpopulacje
monocytow: komoérki CD64" i CD64 [Zembala i wsp., 1984] oraz CD14™" (tzw. klasyczne
monocyty) i monocyty CD14'CD16" [Weber i wsp., 2000], ktére maja pewne cechy wspdlne.
Mniejsza iloéciowo subpopulacje stanowia monocyty CD14°CD33™ i CD14'CDI16" [Rother i
wsp., 1996, Ancuta i wsp., 2003]. Jakkolwiek subpopulacje monocytéw uzyskane w wyniku
ekspansji i roznicowania komoérek CD34" krwi pepowinowej maja pewne cechy
immunofenotypowe zblizone do komérek CD147CDI167, CD14°'CD16" i CD14"'CD16" krwi
obwodowej, to wykazuja nie tylko réznice w ekspresji CD14" ale réwniez innych determinant
(por. Tab. 4.). Komérki CD14'CD16" krwi obwodowej charakteryzuje niska ekspresja CD33,
CD64 i brak CCR2, co roézni je od monocytow CD14"CD16". Z drugiej strony, zaréwno
komérki CD14"CD16" pochodzace z krwi obwodowej (w poréwnaniu z CD14™") oraz komérki
CD14°CD16" pochodzace z komoérek CD34" (w poréownaniu do CD14'CDI16") wykazuja
zwigkszona ekspresj¢ HLA-DR, natomiast zwigkszona ekspresj¢ CD11b wykazuja tylko
komoérki CD14"CD16" [Emminger i wsp., 2001; Almeida i wsp., 2001, Passlick i wsp., 1996].
Subpopulacja CD14'CD16° wykazuje réwniez zwickszona eckspresie CXCR4, co moze
wskazywa¢ na wigksza zdolno$§¢ migracyjna tych komorek do SDF-1, a takze zwigkszona
ekspresje czasteczek kostymulujacych (CD86). Subpopulacja CD14"'CD16" monocytow krwi
obwodowej (w poréwnaniu do subpopulacji CD147'CD167) réwniez wykazuje zwiekszona
ekspresje CD86. Subpopulacja CD14CD16" charakteryzowala si¢ takze zwiekszona ekspresja
CD163, ktory nalezy do rodziny ,scavenger receptor” (eliminuje z krazenia hemoglobing
zwiazana z haptoglobina), a jego ekspresja jest zwigzana z roznicowaniem monocytow do

makrofagdw, ktore charakteryzuje jego wysoka ekspresja [Walter 1 wsp., 2003]. Zatem wysoka
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ekspresja CD163 na monocytach CD147'CD16" otrzymanych z komérek CD34" dodatkowo
wskazuje, ze te komoérki majq cechy zblizone do makrofagéw [Moestrup i wsp., 2004]. Jest to
zgodne z ich obrazem morfologicznym. Zwigkszona ekspresja HLA-DR 1 kostymulujacych
molekul CD86 moze wskazywa¢ na wieksza zdolnosé monocytéw CD14'CD16" do prezentacji
antygenow, a zwigkszona ekspresja CD40 na ich wigksza zdolnos$¢ do interakcji z limfocytami T
i B. Zatem, uzyskane z komoérek CD34" subpopulacje monocytéw roznia si¢ od monocytow
CD14™CD16 i CD14°CD16" krwi obwodowej. Nie stwierdzono takze ekspresji CD56 na
obydwu subpopulacjach monocytoéw, co wskazuje, iz r6znia si¢ takze od matej subpopulacji
monocytow krwi obwodowej o fenotypie CD356"°", CD33", CD14", HLA-DR', CDI11b"e"
[Sconoccia 1 wsp., 2005], jak i subpopulacji monocytow indukowanych CSF-1, ktéra nie
wykazuje ekspresji CD80 i CD86 [Finnin i wsp., 1999]. Komorki te ro6znia sig takze od niewielkiej
subpopulacji (2.5%) monocytow morfologicznie odpowiadajacych makrofagom, o fenotypie
CD56"™, CD33" uzyskanych w wyniku 3 tygodniowej hodowli komérek CD34" mobilizowanych z
krwi obwodowej, w obecnosci IL-2 and SCF [Sconocchia i wsp., 2004]. Aczkolwiek opisano
roznicowanie, ale nie ekspansje, monocytow z komoérek CD34" w obecnosci M-CSF lub kombinacji
z MGF 1 IL-6, to jednak nie zaobserwowano wystepowania subpopulacji monocytow [Kamps i
wsp., 1999]. Uzyskano natomiast ekspansje progenitorow mieloidalnych hodujac komorki CD34" z
krwi pgpowinowej w obecnosci SCF, IL-6, GM-CSF and G-CSF [Flores-Guzman i wsp., 2002].

Istnieja dane wskazujace, iz dodatek do hodowli 10,25 dihydroxywitaminy D3 (VD3)
prowadzi do réznicowania, ale nie ekspansji, komoérek CD34" w kierunku komérek CD14'CD11b"™
[Grande 1 wsp., 2002], natomiast dodanie CD40L prowadzi do dojrzewania komorek
dendrytycznych z monocytow [Koya i wsp., 2003]. W niniejszej pracy wykazano, ze dodatek
VD3 powoduje zwigkszenie odsetka komoérek CD14'CD16™ oraz zmniejszenie odsetka komorek
CD147°CD16" przy poréwnywalnym wzroscie liczby komorek. VD3 nie wplywala na
proliferacj¢ komorek ale zwigkszata ekspresj¢ HLA-DR and CD11b na obydwu subpopulacjach,
co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami [Grande i wsp., 2002]. Nowym elementem bylo
stwierdzenie, ze takze zmniejszata ekspresje¢ CD16. Stad, wydaje si¢, ze VD3 w badanym
uktadzie reguluje wzajemne proporcje tych subpopulacji monocytéw lub ich dojrzewanie. Z
kolei CD40L zwigkszal proliferacj¢ komorek, ale nie wplywal znaczaco na ekspresj¢ CD14 czy
CD1e.

Subpopulacje monocytéw uzyskane w wyniku ekspansji komoérek CD34" i ich
réznicowania wykazuja takze istotne roznice funkcjonalne. Obydwie subpopulacje stymulowane
zarowno LPS/IFNy jak 1 komorkami nowotworowymi nie uwalniaja znaczacych ilosci TNF 1 IL-

10 co rozni je od subpopulacji monocytoéw krwi obwodowej [Szaflarska 1 wsp., 2004; Mytar i
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wsp., 2003] ale produkuja IL-12p40. IL-12 jest wydzielana gltownie przez subpopulacje
CD14™CD16". Biorac pod uwage produkcje tej cytokiny subpopulacja CD14"CDI16" jest
porownywalna do wystepujacej we krwi obwodowej subpopulacji CD14"'CD16" [Szaflarska i
wsp., 2004].

Subpopulacja komérek CD14'CD16" jest lepszym stymulatorem reakcji allo-MLR, co
czyni ja podobna do CD14°CDI16" [Gordon i Taylor, 2005]. Wigksze zdolnosci stymulujace
allogenicznych limfocytow przez subpopulacje CD14 "CD16" moga by¢ zwiazane z wyzsza
ekspresja HLA-DR 1 molekuly kostymulujacej CD86. Natomiast wigksza zdolnos¢ do
fagocytozy wykazuje subpopulacja CD14°CD16’, co czyni te komoérki zblizone do “klasycznych”
monocytow CD14""CD16 krwi obwodowej [Passlick i wsp., 1989] i subpopulacji CD14""CD16"
monocytéw krwi obwodowej [Roth 1 wsp., 1996]. Zastanawiajace jest natomiast, ze obydwie
subpopulacje nie produkowaly O, po fagocytozie bakterii, co r6zni je od monocytow krwi
obwodowej, w szczeg6lnoéci CD14"" [Baran i wsp., 2001; Szafarska i wsp., 2004] .

Sumujac, przeprowadzone badania udowodnily, iz komoérki CD34" krwi pepowinowe;
moga proliferowac in vitro i réznicowaé si¢ do monocytow. Opracowany protokédt pozwala na
uzyskanie znaczacej liczby komorek CD14", ktore sktadaja sie z 2 subpopulacji: CD147'CD16" i
CD14'CD16  rozniacych sie¢ zaréwno immunofenotypowo jak i funkcjami biologicznymi od
subpopulacji monocytéw krwi obwodowej. Stanowia one zatem nowe, do tej pory nieopisane,
subpopulacje monocytow. Otwartym pozostaje pytanie, czy opisane subpopulacje stanowia
rzeczywiscie podlinie monocytow, czy tez reprezentuja ich inny stopien dojrzatos$ci. Znaczna
heterogenno$¢ monocytow i wystgpowanie ich odmiennych subpopulacji o r6éznej aktywanos$ci
biologicznej 1 roli fizjologicznej] ma istotne implikacje dla opracowania nowych strategii
terapeutycznych nacelowanych na modyfikacje funkcji poszczegolnych subpopulacji
monocytéw lub uzyskiwanie subpopulacji o $cisle okreslonej aktywnosci biologicznej [Gordon i

Taylor, 2005].
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Immunofenotyp/CD | 147 | 14716" | 147 |14716°| 14716" | 14" |14716"| 14716"
% monocytow >80% <10% | 29+2,8 | 55+8,5 | 74+15,6|61,3+6| 25,6+5 | 9,4+1,7
CDlla ++ ++ ++ +++ + ++
CDI11b ++ + ++ ++ +++ ++ +
CD14 ++ + +++ ++ +
CDI15 + -
CD16 - + + ++ ++
CD33 ++ + +++ ++ +
CD38 ++ -
CD40 +++ ++ +
CD43 ++ +++
CD64 + - +++ ++ + +++ ++ +
CD&6 ++ +++
CD163 ++ -
HLA-DR + ++ + ++ + ++ + +
CCR2 ++ - +++ ++ +
CCRS5 - + + ++ +
CXCR4 ++ ++ +
Ziegler-Heitbrock Ancuta 2003 Rothe 1996
nieopublikowane
Gordon Taylor 2005
Passich 1989
Weber 2000

Tab.4. Subpopulacje monocytow krwi obwodowej.
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6. WNIOSKI:

> Stwierdzono, ze izolacja komérek CD34" na kolumnach immunomagnetycznych MiniMacs
jest bardziej wydajna niz izolacja z zastosowaniem cytometru przeptywowego.

> Optymalnym czasem prowadzenia ekspansji izolowanych komérek CD34" jest hodowla 3-4
dniowa, pozniej liczba komérek CD34" ulega istotnemu obnizeniu.

» Najwigkszy wzrost calkowitej liczby komoérek w trakcie 7 dniowej ekspansji uzyskano
stosujac podtoze hodowlane X-VIVO 10 oraz FBS.

» Krew pgpowinowa okazata si¢ najbardziej efektywnym zrodtem izolowanych komorek
CD34" wykorzystywanych nastepnie do ekspansji.

> Uzyskane w drodze ekspansiji in vitro komorki CD34" posiadaja zdolnosci do repopulacji u
myszy SCID naswietlonych uprzednio subletalna dawka promieniowania y.

» Zastosowanie w pierwszych 3 - 10 dniach hodowli podtoza zawierajacego 4% FBS oraz SCF
+ IL-3 + FLT-3L + TPO, a nastgpnie przeniesienie komoérek poddanych wstgpnej ekspansji
do podtoza IMDM wzbogaconego 20% FBS oraz M-CSF, FLT-3L, IL-3, SCF i ich hodowla
w okresie 7 - 10 dni , pozwala na zwigkszenie efektywnosci ekspansji 1 rdéznicowania
komoérek do monocytow.

» Stwierdzono, ze przy zastosowaniu powyzszego protokotu jest mozliwe 800-1500 krotne
zwiekszenie liczby komorek, z ktérych ok. 40-60% stanowia CD14".

> Dodatek do hodowli VD3 powoduje wzrost odsetka komoérek CD14" do ok. 80%.

> Komorki CD14" wykazuja obecno$é dwoéch subpopulacji monocytow: CD14°CDI16,
CD147CD16", ktore wykazuja istotne roznice immunofenotypowe i morfologiczne.
Komérki CD14"CD16  wykazuja cechy morfologiczne monocytéw, natomiast CD14CD16"
makrofagdw.

> Monocyty/makrofagi, gtéwnie subpopulacjia CD14""'CD16", uwalniaja IL-12, ale nie TNF i
IL-10, indukuja allo-MLR (gléwnie CDI147CD16"), fagocytuja znakowane bakterie
(gtéwnie subpopulacja CD14'CD16°), ale nie produkuja wewnatrzkomérkowego O, .

> Monocyty generowane z komoérek CD34" krwi pepowinowej r6zniq sig istotnie od opisanych
subpopulacji monocytow krwi obwodowej innymi proporcjami komoérek CDI14 1 CDI16,

wystepowaniem subpopulacji CD14 CD16 oraz brakiem subpopulacji CD14"'CD16'.
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Przeprowadzone badania udowodnity, iz komorki CD34" krwi pepowinowej ulegaja
ekspansji 1 roznicuja si¢ do monocytow w warunkach in vitro. Opracowana metodologia
dwuetapowej hodowli pozwala na uzyskanie duzej liczby komorek CD14", ktore skladaja sie z 2
subpopulacji: CD14'CD16 i CD14"CD16" rézniacych si¢ immunofenotypem oraz funkcjami
biologicznymi od opisanych subpopulacji monocytow krwi obwodowej. Stanowia zatem nowe,
do tej pory nie opisane subpopulacje monocytow cztowieka, ktore reprezentuja rézny stopien

réznicowania tych komorek.
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7. STRESZCZENIE

Namnazanie (ekspansja) komorek uktadu krwiotworczego w hodowlach ex vivo stwarza
mozliwosci ich wykorzystania do celow eksperymentalnych i terapeutycznych. Ekspansji mozna
poddawa¢ komorki macierzyste, progenitorowe oraz liniowo zroznicowane (mieloblasty,
erytroblasty i megakarioblasty).

Stosunkowo tatwo udaje si¢ namnaza¢ w hodowlach ex vivo komorki uktadu
krwiotworczego, ktore sa zrdznicowane liniowo (megakarioblasty, mieloblasty i erytroblasty).
Opracowano metody pozwalajace na uzyskiwanie komorek uktadu megakariocytowego 1
erytroidalnego w hodowlach in vitro w ilo$ciach pozwalajacych na wykorzystanie ich do celow
doswiadczalnych i klinicznych. Do chwili obecnej brak metodologii ekspansji i réoznicowania
komoérek uktadu fagocytow jednojadrzastych (monocytow/makrofagdw) z macierzystych
komoérek hematopoetycznych CD34". Nie znaleziono takze dobrej, taniej, tatwej, a takze
niewymagajacej drogiej aparatury i1 skomplikowanej technologii metody izolacji z krwi
obwodowej monocytow, ktora pozwolitaby na uzyskanie duzej liczby komorek o wysokiej
czystosci 1 nieaktywowanych. W zwiazku z tym wydaje si¢, ze opracowanie wydajnej metody
namnazania (ekspansji) monocytéw z komorek progenitorowych CD34" umozliwitoby wydajna i
ekonomiczng metodg uzyskiwania monocytow do badan, a takze do celow klinicznych w
r6znych formach immuno- lub geno-terapii.

Celem badan byto opracowanie metodologii ekspansji i réznicowania hematopoetycznych
komoérek macierzystych CD34" do monocytow/makrofagéw. Porownanie dwoch metod izolacji
komoérek CD34" doprowadzito do wniosku, Ze izolacja immunomagnetyczna cechuje si¢
wyzszym odzyskiem komorek niz sortowanie FACS. Czysto$¢, zywotnos¢ i klonogennos¢
izolowanych komorek byly porownywalne. Optymalnym podtozem do ekspansji komorek
CD34" okazalo sic X-VIVO 10 z dodatkiem SCF+IL-3+FLT-3L+TPO oraz 3-4 dniowa
hodowla. Po tym czasie hodowli odsetek komorek CD34" gwattownie spadat. Komorki CD34"
po 3 1 7 dniowej ekspansji przeszczepiano myszom SCID naswietlanym subletalng dawka
promieniowania y, po 6 tygodniach od przeszczepu w szpiku kostnym myszy stwierdzono
ludzkie komorki hematopoetyczne (CD45"). Swiadczy to o zdolnosciach repopulacyjnych
uzyskiwanych w wyniku ekspansji komérek CD34".

Zastosowanie  M-CSF  lub M-CSF+SCF do  réznicowania  komoérek  do
monocytow/makrofagdéw, prowadzito do uzyskania komodrek o wysokiej ekspresji CD14, lecz
ogo6lna ich liczba byta jednak niewielka. Dodatek FLT-3L Iub IL-3 do M-CSF lub M-CSF + SCF
zwigkszal natomiast catkowita liczbg¢ komoérek, zmniejszajac tylko nieznacznie odsetek komorek

CD14". Z przeprowadzonych badan wynika wiec, ze do ekspansji komoérek CD34" w kierunku
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monocytoOw najbardziej optymalne wydaje si¢ zastosowanie nastgpujacych czynnikoéw
wzrostowych i cytokin: M-CSF + SCF + IL-3 + FLT-3L w okresie 7-10 dni. Uwaza sig, ze
istotna rol¢ w ekspansji odgrywa nie tylko rodzaj czynnikow wzrostowych, lecz takze ich
stg¢zenie oraz sekwencja podania. Zastosowanie w pierwszych 3 dniach ekspansji SCF + IL-3 +
FLT-3L + TPO oraz podtoza hodowlanego zawierajacego 4% FBS, a nastgpnie przeniesienie
komorek poddanych wstepnej ekspansji do podtoza IMDM z 20% FBS oraz M-CSF, FLT-3L,
IL-3, SCF, pozwalalo na zwickszenie efektywnosci ekspansji komorek CD14". Porownujac 2
sposoby prowadzenie hodowli (zmiana potowy podtoza co 3-4 dni lub state wyj$ciowe inoculum
co 3-4 dni hodowli-celem uzyskania maksymalnej ekspansji) stwierdzono, ze optymalne byto
prowadzenie hodowli ze statego wyjsciowego inoculum w §wiezym podlozu i pasaz komorek co
3-4 dni hodowli. Uzyskane wyniki wskazuja, iz mozliwe jest nawet 1000 - krotne zwigkszenie
liczby wyjsciowych komérek, z ktorych ok. 40-60% stanowia komorki CD14”, a zatem okoto
600-krotne namnozenie komérek CD14". Z uzyskanych hodowli izolowano na kolumnach
immunomagnetycznych lub w drodze sortowania FACS czysta frakcje komérek CDI14".
Izolowane komorki CD14" dalej nie proliferowaty, co wskazuje, iz w tych warunkach hodowli
moga jedynie podlega¢ roéznicowaniu, zatem zachowuja si¢ jak dojrzate monocyty krwi
obwodowej (przynajmniej w warunkach in vitro).

Komoérki CD14" zaréwno morfologicznie jak i immunofenotypowo wykazywaty obecnosé
dwoch subpopulacji CD14"/CD16™ oraz CD14"/CD16" wystepujacych w proporcjach okoto 2:1.
Nie odpowiadaja one jednak klasycznym subpopulacjom monocytow krwi obwodowej. Na
podstawie ekspresji CD14 zdefiniowano je jako CD14"/CD16" i CD14"/CD16’, podczas gdy
gtowne subpopulacje monocytéw krwi obwodowej stanowia komoérki CD14%™/CD16" oraz
CD14™/CD16". Dodatek VD3, w poréwnaniu ze standardowym protokotem do réznicowania,
powodowat zwiekszenie odsetka komoérek CDI14" oraz zmniejszenie odsetka komorek
CD14°CD16" przy poréwnywalnym wzroscie liczby komorek. Monocyty/makrofagi, gtéwnie
subpopulacja CD147/16", uwalnialy IL-12, ale nie TNFo i IL-10, indukowaty allo-MLR
(gtownie CDI147CD16"), fagocytowaly znakowane Staphylococcus aureus (gtownie
subpopulacja CD14°CD16"), ale nie produkowaty wewnatrzkomérkowego O,". Opisane komorki
stanowig zatem nowe, do tej pory nieopisane, subpopulacje monocytéw czlowieka. Znaczne
heterogenno$ci monocytdw i wystgpowanie ich réznych subpopulacji o rdznej aktywnosci
biologicznej 1 roli fizjologicznej] ma istotne implikacje dla opracowania nowych strategii
terapeutycznych nacelowanych na modyfikacje funkcji poszczegolnych subpopulacji

monocytéw lub uzyskanie subpopulacji o $cisle zdefiniowanej funkcjji biologiczne;j
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8. SUMMARY

In the past decade significant advances in ex vivo haematopoietic stem cells expansion were
made. Ex vivo expanded haematopoietic stem and progenitor cells can be used for clinical and
experimental purposes. Haematopoietic stem cells, progenitor and committed cells, have been
used as the initial populations for ex vivo expansion. In vitro expansion and generation of
megakaryocytes, granulocytes and erytrocytes from their progenitors in the numbers enabling
their clinical and experimental usages were obtained. However, little is known about in vitro
differentiation of CD34" cells to monocytes/macrophages. In particular no methodology for in
vitro expansion and differentiation of CD34" cells to monocytes/macrophages was described.
There is also no cheap, easy, not involving highly specialized technology of isolation of
monocytes from peripheral blood, which would yield a large number of pure and no activated
cells. The effective method for ex vivo expansion monocytes from CD34" cells would allow the
use of such cells in research and in the clinic for different forms of immuno- or genotherapy. The
aim of this study was to design the methodology of expansion and differentiation of CD34" cells
to monocytes/macrophages.

Comparison of two methods of CD34" cells isolation: immunomagnetic and FACS sorting
showed, that the former results in a higher recovery of cells. The purity, viability and
clonogenicity of cells obtained by both methods were comparable. The present study shows that
optimal medium for expansion of CD34" cells was X-VIVO 10 supplemented with 4% FBS,
SCF+IL-3+FLT-3L+TPO and 3-4 days culture. After this time the percentage of CD34" cells
rapidly decreased. The CD34" cells expanded in vitro for 3 and 7 days were transplanted into
subletally irradiated SCID mice and after 6 weeks the presence of human CD45" cells in their
bone marrow was documented. It indicates the repopulating ability of the expanded CD34" cells.
The optimal medium and combination of cytokines/growth factors for expansion and
differentiation of CD34" cells to monocytes/macrophages were IMDM supplemented with 20%
FBS and M-CSF + SCF + IL-3 + FLT-3L and culture for 7-10 days. Using M-CSF or M-
CSF+SCF yielded a high percentage of CD14" cells, but the increase in the number of expanded
cells was lower than in other cytokine combinations. Supplementation with FLT-3L or IL-3 to
M-CSF or M-CSF + SCF increased the total number of cells and only slightly decreased the
percentage of CD14" cells.

Using two step approach: expansion of CD34" progenitors isolated from cord blood in X-
VIVO10 medium with 4% FBS and addition of SCF + IL-3 + FLT-3L + TPO and then
differentiating them in IMDM medium supplemented with 20% FBS, M-CSF, FLT-3L, IL-3,

SCF, it was possible to increase the efficiency of expansion CD14" cells. Comparison of two
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culture systems (half medium exchange every 3-4 days or transfer to new plates with constant
initial inoculum every 3-4 days in order to obtain maximal proliferation) showed a higher
efficiency of the latter protocol. Using this protocol it was possible to obtain 1000 - fold increase
in number of expanded cells, of which 40-60% were CD14", i.e. 600 - fold increase in the
number of CD14" cells. Pure CD14 " population of cells was further isolated by immunomagnetic
or FACS sorting. Isolated CD14" cells were not proliferating which indicated that these cells
resemble mature blood monocytes.

The presence of two subpopulations of monocytes: CD14'CD16™ and CD14 'CDI16",
which occurred at the ratio of about 2:1 was observed. These subpopulations showed the
differences in morphology and immunophenoptype. They are clearly distinct from known main
subpopulations of blood monocytes CD14'CD16" and CD14"". Supplementation of cultures with
VD3 increased the percentage of CD14 'CD16™ and decreased the proportion of CD14"CD16"
cells with similar increase in cell number. Monocytes/macrophages, mainly CD14 /16"
subpopulation, secreted IL-12, but not TNF and IL-10, induced allo-MLR (mainly CD14"/16"
subpopulation), phagocytosed Staphylococcus aureus (mainly CD14/16™ subpopulation), but did
not produce intracellular O;".

Hence, this study shows that it is possible to generate from CD34" haematopoietic
progenitors two subpopulations of human monocytes. They are clearly distinct from those
present in the peripheral blood implicating the existence of novel monocyte subsets with distinct
biological function that represent different stages in monocyte differentiation. This may have
implications for the development of therapeutic strategies targeted to modify subpopulations of

monocytes.
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8. WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

APC (Allophycocyanin)

BFU-E (Burst Forming Unit — Erythroid) — wczesna komorka uktadu czerwonokrwinkowego
tworzaca in vitro duze kolonie erytroidalne

BSA (Bovine Serum Albumin) — albumina bydleca

CFU-GEMM (Colony Forming Unit - Granulocytes, Erythroids, Macrophages,
Megakaryocytes) — wczesna komoérka uktadu krwiotworczego tworzaca in vitro kolonie
sktadajace si¢ z krwinek czerwonych, granulocytéw, monocytéw i megakariocytow

CFU-GM (Colony Forming Unit — Granulocytes and Macrophages ) — wczesna komorka uktadu
krwiotworczego tworzaca in vitro kolonie granulocytarno-makrofagowe

DC (Dendritic Cells) — komorki dendrytyczne

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) - podtoze hodowlane

EPO (Erythropoietin)-erytropoetyna

FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) — metoda oceny antygendéw powierzchniowych
komorek 1 ich izolacji za pomoca przystosowanego w tym celu fluorocytometru przeptywowego.
FBS (Foetal Bovine Serum) - surowica ptodowa bydleca

FITC (Fluprescein Isothiocyanate) - fluoresceina

G-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor)- czynnik wzrostu stymulujacy tworzenie in
vitro kolonii granulocytarnych

GM-CSF (Granulocyte-Monocyte Colony Stimulating Factor) - czynnik wzrostowy stymulujacy
wzrost kolonii granulocyto-makrofagowych.

HE (Hydroethidinum) - hydroetydyna

HS (Horse Serum) - surowica konska

IFN (Interferon) - interferon

IL (Interleukin) — interleukina

IMDM (Iscove Modified Dulbecco’s Medium)- podtoze hodowlane

LPS (Lipopolisacharide) - lipopolisacharyd

LTC-IC (Long Term Colony Initiating Cells) - dlugoterminowe hodowle komorek
krwiotworczych, w ktorych warstwa komorek podscieliska szpiku utrzymuje proliferacje
komorek macierzystych in vitro nawet do kilkunastu tygodni.

MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) — biatko chemotaktyczne dla monocytow
M-CSF (Monocyte-Colony Stimulating Factor) — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii

monocytow
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M-CSF ( Macrophage Colony Stimulating Factor)- czynnik wzrostu stymulujacy tworzenie in
vitro kolonii makrofagowych

MEM-alfa (Minimum essentials Medium Eagle Alpha Modification) - podtoze hodowlane
MGDF (Megakaryocyte Development and Growth Factor)- czynnik wzrostu stymulujacy
tworzenie in vitro kolonii megakariocytarnych

MFI (Mean Fluorescence Intensity) — $rednia intensywno$¢ fluorescencji

MIP (Macrophage Inflammatory Protein) — biatko zapalne makrofagow

MLR (Mixed Lymphocyte Reaction) — mieszana hodowla limfocytow

MPO (Myeloperoxidase) — mieloperoksydaza, peroksydaza krwinek biatych

PBL (Peripheral Blood Leukocytes) — komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;j

PBS (Phosphate Buffered Saline) — bufor fosforanowy

PDGF (Platelet Derived Growth Factor)- ptytkowy czynnik wzrostu

PE (Phycoerythrin) — fikoerytryna

PE-CyS5 (Phycoerythrin-cyanin 5.5)

RNI (Reactive Nitrogen Intermediates) - reaktywne formy azotu

ROI (Reactive Oxygen Intermediates) - reaktywne formy tlenu

SCF (Stem Cell Factor)- czynnik wzrostu hematopoetycznych komodrek macierzystych

SCID (Severe Combined Immunodeficiency) — cigzki ztozony niedobor odpornosci

SD (Standard Deviation) - odchylenie standartowe

SDF-1 (Stromal Cell Derived Factor) - czynnik podscieliska szpiku kostnego

SFEM (Serum Free Expansion Medium) — podtoze hodowlane, bezrurowicze do ekspansji

SRC (SCID mouse repopulating cell) — komorka zdolna do odbudowy krwiotwoérczej u myszy
SCID

TGF (Transforming Growth Factor) — transformujacy czynnik wzrostu

TLR (Toll-Like Receptors) — receptory Toll-podobne

TNF (Tumor Necrosis Factor) — czynnik martwicy nowotworu)

TPO (Trombopoietin)- trombopoetyna

VD3 - 10,25 dihydroxywitamina D3

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)- czynnik wzrostu srédbtonka naczyn
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