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1. Wstep

1.1. Transdyferencjacja i reprogramowanie

Wszystkie rodzaje komorek obecne w dorostym organizmie sg definiowane na
etapie rozwoju przez czynniki transkrypcyjne, odpowiedzialne za ckspresje genow
wlasciwg dla poszczegdlnych typow komorek. Efekt dziatania czynnikow
transkrypcyjnych jest wspomagany przez modyfikacje epigenetyczne [1]. Do
przyktadow modyfikacji epigenetycznych zalicza si¢ m.in. metylacjg¢ DNA, czyli proces
przytaczenia grupy metylowej do pierscienia cytozyny w DNA przez metylotransferaze
DNA. Innym przyktadem sa modyfikacje bialek histonowych, poprzez fosforylacje,
ubikwitynacje, acetylacje lub metylacje prowadzace do rearanzacji chromatyny [2, 3].

Uwazano, ze charakter zroznicowanych komorek jest niezmienny 1 ostateczny,
jednak Yamanaka i wsp. [4] zaprezentowali technike drastycznej zmiany losu komorek
somatycznych. Stosujagc egzogenne czynniki transkrypcyjne wywotali w fibroblastach
pluripotencje, czyli mozliwo$¢ réznicowania w inny typ komorek somatycznych. Ich
praca zainspirowata kolejnych badaczy do poglebienia tematu zmiany losu komorek in
vitro, i tak w 2010r Vierbuchen i wsp. [1] przeprowadzili pierwsze bezposrednie
przeksztatcenie fibroblastow w funkcjonalne neurony. Cel wuzyskali poprzez
zastosowanie trzech czynnikéw transkrypcyjnych: ASCLI, BRN2 i MYTI, ktore
kolektywnie nazwano BAM. Przeprowadzony proces okreslono mianem
transdyferencjacji  (inaczej nazywanej transroznicowaniem), czyli bezposrednim
przeksztalceniem juz zrdéznicowanych komorek w inny typ komoérek [5]. Opracowana
technika data poczatek kolejnym badaniom, ktorych przykladem moze by¢ praca
Pfisterer i wsp. [6], w ktorej pozyskano neurony dopaminergiczne z fibroblastow z
zastosowaniem BAM w potaczeniu z Lmx1a i FoxA2. Inny zespot badaczy [7] wykazat
rowniez, ze BAM umozliwia pozyskanie funkcjonalnych neurondéw z ludzkich
pluripotencjalnych komorek macierzystych (PSC — ang. pluripotent stem cells). Nalezy
jednak zwrdci¢ uwage, ze przeprowadzona przez nich procedura nie byla procesem
transrdznicowania tylko réznicowania, poniewaz komorkami wyjsciowymi byly PSC.
Innym  odkrytym  procesem przeksztalcania komoérek  somatycznych - jest
reprogramowanie, ktore zachodzi z etapem wytworzenia komorek iPSC (iPSC — ang.
induced pluripotent stem cells) (Ryc. 1). Zaleta reprogramowania jest duza skala, na
jaka moga zosta¢ wytwarzane komorki docelowe dzigki zdolnosci IPSC do

samoodnawiania, jednak transdyferencjacja wykazuje znacznie wickszy wachlarz zalet.



Ze wzgledu na brak etapu wytworzenia iPSC, transroznicowanie jest procesem
szybszym, wymagajacym mniejszych nakladoéw finansowych i wykazujacym lepsza
skutecznos¢. Dodatkowo transréznicowanie Umozliwia zachowanie epigenetycznych
cech komorek, czego nie zaobserwowano dla komorek uzyskanych w wyniku
reprogramowania. W zwiagzku z tym komorki uzyskane w wyniku transdyferencjacji
moga by¢ wykorzystywane do modelowania chordb zwigzanych z okre§lonym

epigenomem [8].

DC MNC fibroblasty

Transdyferencjacja [ Reprogramowanie

A Komorki zachowuja cechy
epigenetyczne;

A Proces mozna przeprowadzi€ in
vivo i in vitro;

A Szybsza procedura;

A Nizszy koszt;

A Mniejsze ryzyko powstania

Zmian nowotworowych;

A Duza skala pozyskiwanych
komorek;

¥ Proces mozna przeprowadzic
wytacznie in vitro;

¥ Utrata cech epigenetycznych
uzyskanych komorek;

¥ Ryzyko mutacji genetycznych;

Ryc. 1. Transdyferencjacja i reprogramowanie, wg [8-11]
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1.2. Rodzaje komodrek wyjsciowych stosowanych w procedurze transdyferencjacji
neuronalnej

Metodyki transdyferencjacji opracowano dla roéznych rodzajow komorek
somatycznych, jednak jednymi z pierwszych komorek, ktore przeksztatcono w neurony
byly astrocyty. Stanowia wigkszo§¢ komorek w centralnym uktadzie nerwowym i w
przeciwienstwie do neuronéw nie przewodza sygnatow elektrycznych [12]. Ze wzgledu
na ich pochodzenie, proces przeksztalcenia astrocytéw w neurony jest mniej
wymagajacy, w poroéwnaniu do transr6znicowania fibroblastow [13]. Przyktadowo,
neuronalna transdyferencjacja astrocytow byla osiggnigta z zastosowaniem juz dwoch
czynnikoéw transkrypcyjnych — NGN2 i ASCL1 (poprzednia nazwa - Mashl) [14]. W
celu uzyskania ludzkich astrocytoéw do hodowli in vitro, konieczne jest wykonanie
biopsji kory mozgowej pacjentow w trakcie operacji neurochirurgicznej lub
posmiertnie. Metoda jest wysoce inwazyjna, dlatego zastosowanie astrocytow w terapii
personalizowanej jest znacznie ograniczone [15].

Kolejnym najczgsciej wykorzystywanym typem komoérek w procesie
transdyferencjacji neuronalnej sg fibroblasty [16-19]. W organizmie ludzkim
odpowiedzialne sg za budowe tkanek tgcznych [20]. Fibroblasty sg tatwo dostepne,
jednak metoda ich izolacji od dawcy wymaga inwazyjnej i bolesnej procedury biopsji
[21]. Dodatkowo zastosowanie danych komoérek, wymaga wczesniejszego namnozenia,
ktore moze powodowaé powstanie losowych mutacji dla komérek w hodowli [22].
Ponadto wykazano, ze doroste fibroblasty nie ulegaja transréznicowaniu, tak efektywnie
jak fibroblasty ptodowe [6, 7]. Opisane czynniki przektadajg sie¢ na trudniejszg do
opracowania procedurg transréznicowania fibroblastow.

W celu zmniejszenia inwazyjnosci procedur pozyskiwania komorek
wyjsciowych, badacze postanowili opracowac Sposoby transréznicowania neuronalnego
z innych rodzajow komorek. W wyniku podjetych staran opracowano metody
transdyferencjacji komodrek pozyskiwanych z moczu. Izolacja komoérek wyjsciowych
jest bezpieczna dla pacjentéw i tania do przeprowadzenia. Natomiast, opracowane do tej
pory metodyki wykazuja efektywnos$¢ transréznicowania na poziomie 21% - 39%,
dlatego wymagaja dalszego udoskonalenia [23-25].

Innym alternatywnym zrédlem komorek sa skiadniki krwi, np. limfocyty T.
Procedura ich izolacji jest mniej inwazyjna niz biopsja i umozliwia pozyskanie duzej
ilosci komorek do celow badawczych, bez dodatkowego namnazania. Wykazano, ze

stosujagc metodyke o efektywnosci transréznicowania 6,2%, mozliwe jest pozyskanie
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>50 000 indukowanych neuronéw z 1mL krwi obwodowej [22]. Kolejnym stosowanym
sktadnikiem krwi sg monocyty. Dotychczas opracowane procedury transdyferencjacji
neuronalnej wykazuja efektywno$¢ na poziomie 12% [26] lub 80% [27]. Wspomniane
metodyki wcigz nie wyjasniaja w pelni mechanizmu transréznicowania monocytow.
Pozostawiaja rowniez pole do udoskonalenia procedury, aby wuzyskiwaé lepiej

zdefiniowane komorki neuronalne z wigksza efektywnoscia.

1.3. Sposoby indukcji procesu transdyferencjacji

Transdyferencjacja niezaleznie od rodzaju komodrek wyjsciowych, moze by¢
indukowana kilkoma sposobami (Tab. 1). Pierwszg strategig procesu transréznicowania
byto wykorzystanie czynnikow transkrypcyjnych, takich jak wczeéniej opisanych BAM.
Czynniki transkrypcyjne to bialka stanowigce podstawe prawidlowego rozwoju
embrionalnego, syntezy biatek specyficznych dla okreslonych tkanek oraz odpowiedzi
na sygnaty szlakow komoérkowych. Spetniajg podane funkcje przez modulacje ekspresji
genow W wyniku wigzania si¢ z regulatorowymi sekwencjami DNA [9, 10]. Istotna
kwestia w procesie transdyferencjacji stanowi dobdr odpowiedniej kombinacji
czynnikéw transkrypcyjnych, ktore beda modulowaé ekspresje gendow regulujacych
roznicowanie 1 dojrzewanie neuronéw lub innych pozadanych komoérek docelowych.
Przydatnym narzedziem w tym celu jest strona internetowa https://mogrify.net, ktora z
zastosowaniem algorytméw  sieciowych umozliwia odnalezienie czynnikoéw
transkrypcyjnych, potencjalnie pozwalajacych przeprowadzi¢ transroznicowanie
okreslonych komorek somatycznych w wybrany rodzaj komoérek wyjsciowych.
Przyktadowo, w celu przeprowadzenia transdyferencjacji fibroblastow skory w
neurony, wyszukiwarka proponuje czynniki transkrypcyjne takie jak CUX2, SOX2 i
HES6 dostarczajgc jednocze$nie powigzane artykuly naukowe dostepne w bazie
PubMed. Aby wprowadzi¢ wybrane czynniki transkrypcyjne do indukowanych
komorek, stosowane sg wektory wirusowe (zazwyczaj lentiwirusowe). Efektywnosé
transdukcji wirusowej uzalezniona jest od licznych czynnikow (np. rodzaju komoérek
lub warunkow hodowlanych) i miesci si¢ w granicach 4% - <100% [11, 28]. Z mysla o
udoskonaleniu opisanej techniki potaczono czynniki transkrypcyjne z mikroRNA lub
matymi molekutami, zwickszajac wydajnos¢ procedury. Pozyskiwane komorki maja
jednak ograniczone zastosowanie wytgcznie do badan w warunkach in vitro, ze wzgledu

na ryzyko powstania mutacji genetycznych [23].
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Kolejng technika indukujacg proces transdyferencjacji jest zastosowanie
mikroRNA, czyli 19-22 nukleotydowych, niekodujacych czasteczek RNA. Pelnig one
funkcje modulatorow ekspresji gendw na poziomie post-transkrypcyjnym. W
wigkszosci przypadkéw wiaza si¢ z niekodujacym rejonem (UTR — ang. untranslated
region) 3’ docelowego mRNA. Dodatkowo mogg wigza¢ si¢ z regionem 5° UTR i
sekwencjami kodujagcymi mRNA. Ich potaczenie prowadzi do cigcia lub hamowania
translacji mMRNA, wywotujac modyfikacje ekspresji genow. Ze wzgledu na ich maty
rozmiar, mogg by¢ wprowadzane do wne¢trza komorek bez zastosowania wektorow
wirusowych, czyli stosujac transfekcje. Przyktadami metod transfekcji mRNA sg m.in.:
elektroporacja, mikroiniekcja i lipofekcja. Opisana technika nie jest jednak pozbawiona
wad, poniewaz efekt interakcji mikroRNA-mRNA wcigz pozostaje trudny do
przewidzenia. Ogranicza to mozliwo$¢ zastosowania mikroRNA w procedurach
transdyferencjacji, do pozyskiwania komorek wytgcznie w celach badawczych in vitro
[8, 29-31].

Alternatywng technika, ktora umozliwia uniknigcie wad stosowania czynnikow
transkrypcyjnych i mikroRNA jest procedura chemicznej transdyferencjacji z
zastosowaniem matych molekut (SM — ang. small molecules). Sa to czasteczki o niskiej
wadze molekularnej, zdolne do regulacji procesow komorkowych [32]. Zastosowanie
ich w procesie transroznicowania niesie ze sobg wiele korzysci. Ze wzglgdu na zdolnosé
przenikania btony komorkowej, SM nie wymagajg stosowania metod transfekcji, jak w
przypadku mikroRNA. Wprowadzane sg do wnetrza komorek, w trakcie prowadzenia
hodowli in vitro, jako dodatek do uzywanego medium. Zastosowanie SM jest tanszg
alternatywa indukcji transréznicowania, poniewaz sg latwo syntetyzowane i
powszechnie dostepne. Ponadto pozwalajg na opracowanie przejrzystej walidacji, dzigki
mozliwosci doktadnego okreslenia stezenia, potrzebnego do uzyskania pozadanego
efektu dla danego rodzaju komorek. Przyczynia si¢ to do zwigkszenia powtarzalnosci
uzyskiwanych wynikow [33]. Uwzgledniajac opisane czynniki, zastosowanie SM
wydaje si¢ najlepszym sposobem indukcji transdyfferencjacji, dlatego mozna

zaobserwowaé wzrastajacg ilo$¢ badan poswieconych wspomnianej technice.
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Tab. 1. Przeglad metod transdyferencjacji neuronalnej

Komorki

Czynniki indukujgce

Uzyskane

wyjsciowe transdyferencjacje komorki Ref.
TF: NURR1, SHh, BCLxL, ASCL1, Neurony
Astrocyty ASCL1-55A dopaminergiczne [34]
. TF: NKX2.2, FEV, GATAZ2, Neurony
Fibroblasty LMX1B, ASCL1, NGN2 serotoninergiczne [35]
. TF: MYTLL i BRN2
Fibroblasty MikroRNA: miR-124 Neurony [17]
. TF: ASCL1
Fibroblasty SM: forskolina Neurony [36]
Komorki nabtonka
. TF: ASCL1
barwnikowego 4 o RNA: miR-124 Neurony [37]
siatkowki
Fibroblasty mikroRNA: miR-9/9 i miR-124 Neurony [38]
Fibroblasty mikroRNA: miR-124 Neurony [39]
Fibroblasty mikroRNA: miR-9/9 i miR-124 Neurony [40]
SM: chir99021, DAPT,
ASIOCYYY | DN-193189, SB-431542 Neurony — [41]
SM: kwas walproinowy, chir99021, Komorki
Astrocyty RepSox, forskolina, 1-Bet151, 1SX-9 neuronalne [42]
SM: kenpaullone, forskolina, Neuron
Astrocyty Y-27632, purmorfamina, kwas y [43]
) ruchowe
retinowy
SM: kwas walproinowy, RepSox, Neuron
Fibroblasty kenpaullone, forskolina, Y-27632, q urony [44]
; opaminergiczne
purmorfamina
SM: forskolina, RepSox, SP600125,
Fibroblasty chir99021, Go6983, Y-27632, ISX- Neurony [45]
9, I-BET151
Komérki zeb SM: chir99021, A83-01, Y-27632, Komorki
OmMOTKL ZEOTANE 2 1T\ PB, forskolina, kwas OmorKl [24]
moczu neuronalne

walproinowy, NaB

13




1.4. Mechanizm procesu chemicznej transdyferencjacji neuronalnej

Proces transdyferencjacji wymaga jednoczesnej aktywacji programow
transkrypcyjnych  docelowego typu komorek oraz wyciszenie programow
transkrypcyjnych komorek wyjsciowych. W przypadku transdyferencjacji neuronalnej
aktywowane bedg szlaki odpowiedzialne za neuronalny charakter komorek, a wyciszane
te, ktore pierwotnie zdecydowaly o losie komorek wyjsciowych [46]. Pomimo wielu
badan poswieconych technice transr6znicowania neuronalnego, mechanizm
transdyferencjacji wcigz pozostaje niewyjasniony w pelni i wymaga lepszego
zrozumienia.

Dotychczas wyrozniono kilka szlakow, ktore wydaja sie odgrywac kluczowa
rolg w transdyferencjacji neuronalnej. Jednym z najlepiej opisanych jest szlak
transformujgcego czynnika wzrostu-p (TGF-B — ang. transforming growth factor-4),
ktory odgrywa rolg m.in. w embriogenezie, czy tez W regeneracji i naprawie tkankowej,
poprzez indukcje przejscia nablonkowo-mezynchemalnego [47]. W procesie
transr6znicowania inhibicja TGF-B blokuje fosforylacje biatek SMAD, prowadzac do
aktywacji szlaku WNT i RAR, wywotujac tym modyfikacje w ekspresji genow
kluczowych dla procesu neurogenezy [48]. Ponadto wywolana inhibicja moze
prowadzi¢ do zablokowania fosforylacji Rhoa, zmniejszajagc aktywnos¢ kolejnego
istotnego szlaku, tj. szlak kinazy zaleznej od Rho (ROCK — ang. Rho-associated coiled-
coil containing kinase) [49]. Nastepnym istotnym czynnikiem w procesie wytwarzania
komorek neuronalnych jest cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan (CAMP — ang.
cyclic adenosine monophosphate), ktorego aktywacja wptywa pozytywnie na proces
réznicowania, dojrzewania 1 przezywalnosci neurondéw. Wykazano m.in., ze
zwigkszony poziom cAMP powoduje wzrost ekspresji PKA/CREBI, powodujac
inhibicje szlaku JNK, regulujacego apoptoze neuronéow. Ponadto cAMP moze posrednio
prowadzi¢ do aktywacji genow zwigzanych z embriogeneza neuronalng, takich jak
ASPM i KIF20B [22, 50].

W celu przeprowadzenia transdyferencjacji neuronalnej badacze wykorzystuja
SM, ktore mogg modulowac poszczegolne szlaki, np.: aktywatory szlaku WNT, cCAMP,
RAR oraz inhibitory TGF-B, ROCK czy HDAC.
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1.4.1. Mechanizm dzialania wybranych malych molekul stosowanych w procesie
transdyferencjacji neuronalnej

Badania poswigcone opracowaniu optymalnej procedury chemicznej
transdyferencjacji neuronalnej sa dynamicznie rozwijajacym si¢ obszarem nauki.
Opracowano liczne metodyki transroznicowania neuronalnego z wykorzystaniem
réznorodnych SM. Do powszechnie stosowanych mozna zaliczy¢ chir99021, RepSox,
Y-27632, forskoling, dorsomorfing, kwas walproinowy czy tez TTNPB.

Chir99021 jest jedng z najczesciej stosowanych SM w réznicowaniu iPSC i
transdyferencjacji neuronalnej astrocytow czy tez fibroblastow [51]. Mechanizm
dziatania chir99021 opiera si¢ na bezposredniej inhibicji GSK3f. Zainicjowany w ten
sposOb proces prowadzi do zablokowania degradacji 3-ketaniny (proces w normalnych
warunkach jest aktywowany przez GSK3p), prowadzac do aktywacji szlaku
sygnatlowego WNT [24, 52]. Istotny wplyw wspomnianej SM na proces
transr6znicowania neuronalnego zaobserwowal Gao i wsp. [42], ktorzy eliminujgc
chir99021 i RepSox (inhibitor TGF-B) nie uzyskali r6znicowania neuronalnego.

Innym przyktadem SM, posrednio aktywujacej szlak WNT, jest RepSox.
Wywotuje inhibicj¢ ALKS, nastepnie blokujac szlak TGF-f [42, 53]. Inhibicja TGF-
powoduje kolejno inhibicje SMAD, przyczyniajac si¢ posrednio do aktywacji szlaku
WNT i RAR (Ryc. 2) [48].

Y-27632 jest dobrze poznanym inhibitorem szlaku ROCK, prowadzacym w
kontekscie neurogenezy do przebudowy cytoszkieletu komorek, czynigc go bardziej
elastycznym. Umozliwia tym samym aksonogeneze, czyli wydtuzenie i rozgalezienie
aksonow [24, 54, 55].

Forskolina jest czasteczkg powszechnie stosowang w celu redukcji tkanki
thuszczowej, poprzez podnoszenie poziomu cAMP. Efekt jest uzyskiwany w wyniku
aktywacji enzymu cyklazy adenylanowej (AC — ang. adenylate cyclase), ktora generuje
cAMP z adenozynotrojfosforanu (ATP). Zwigkszony poziom cAMP w procesie
transdyferencjacji neuronalnej prowadzi do aktywacji szlaku PKA/CREBL i nastepnie
inhibicji szlaku JNK, zwigkszajac efektywnos$¢ transroznicowania [50]. Forskolina
dodatkowo obniza poziom NRSF (ang. neuron restrictive silencer factor), ktory
wykazuje ekspresje w komorkach nieneuronalnych. Jego inhibicja indukuje ekspresje

genoéw neuronalnych, prowadzac do przeksztatcenia komodrek w kierunku neuronalnym

[56].
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Dorsomorfina jest inhibitorem szlaku biatek morfogenetycznych kosci (BMP —
ang. bone morphogenetic protein) [22]. Wspomniany szlak sktada si¢ z grupy
sygnalowych czasteczek nalezacych do rodziny biatek TGF-B. Poczatkowo szlak BMP
byt znany z indukcji formowania kosci. Badania wykazaty, ze odgrywa rowniez istotng
role w innych procesach embriogenetycznych, w procesach rozwojowych komorek (np.,
W roznicowaniu i apoptozie) oraz w utrzymywaniu prawidtowej homeostazy dojrzatych
tkanek [57-65]. Wykazano, ze inhibicja BMP na wczesnym etapie neurogenezy
umozliwia utworzenie neurocktodermy. Natomiast na poOzniejszych etapach
transdyferencjacji potrzebne sa wyzsze poziomy sygnalizacji BMP, w celu migracji
komorek nerwowych i utworzenia grzebienia nerwowego [66, 67].

Kolejng SM, przykuwajacg uwage badaczy jest kwas walproinowy (VPA — ang.
valproic acid), ktory klinicznie stosowany jest w stabilizacji nastroju. Wykazano, ze
wywoluje inhibicj¢ deacetylazy histonowej (HDAC — ang. histone deacetylase), ktora
jest modulatorem epigenetycznym sygnalizacji jadrowej i cytoplazmatycznej [68].
Dodatkowo stwierdzono, ze VPA zmniejsza poziom GSK3, tym samym przyczyniajgc
si¢ do aktywacji szlaku WNT [47, 69]. VPA stymuluje neurogeneze rowniez poprzez
aktywacje szlaku kinazy ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase), ktory jest
zaangazowany w proces wzrostu neurytow i przezywalnosci neuronéw [70].

Obserwujac objawy neurologiczne wywotane niedoborem witaminy A i jej
metabolitu - kwasu retinoidowego (RA — ang. retinoic acid), stwierdzono istotno$¢
szlaku receptorow kwasu retinoidowego (RAR — ang. retinoic acid receptors) w
procesie neurogenezy [48, 71]. RA umozliwia aktywacje ekspresji genu Neurogenin 2,
stymulujgc proces neurogenezy [71, 72]. TTNPB jest stabilnym w formie analogiem
RA, zdolnym do bezposredniej aktywacji RAR, ktory wywiera stymulujacy wptyw na
proces transroznicowania neuronalnego podobnie do RA [24, 73].

Opisane SM oddziatujag na najlepiej poznane szlaki zaangazowane w proces
neurogenezy. Cz¢$¢ z nich wykazuje rowniez dziatanie protekcyjne i jest uzywana aby
utrzymac¢ przy zyciu jak najwigksza ilos¢ komorek. Mechanizm dzialania i interakcji
SM dotychczas nie zostal w pelni poznany, dlatego dobranie odpowiedniego koktajlu

Wwcigz pozostaje wyzwaniem.
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Ryc. 2. Interakcje wybranych szlakéw uczestniczacych w procesie
transdyferencjacji neuronalnej, opracowanie wlasne

- inhibicja danego szlaku; A — aktywacja okreslonego szlaku; Inhibicja BMP czy ALKS5
moga prowadzi¢ do zahamowania aktywnosci TGF-B, powodujac inhibicjc SMAD prowadzac
tym samym do zwickszenia aktywnosci szlaku RAR 1 WNT oraz zmniejszenia aktywnosci
NRSF. Ponadto inhibicja TGF-B przyczynia si¢ do inhibicji ROCK przez zmniejszenie ilosci
Rho. Szlak WNT moze by¢ réwniez posrednio aktywowany przez inhibicje GSK3 wywotang
zmniejszeniem aktywnosci HDAC, ktora dodatkowo inicjuje aktywnosé ERK;

1.5. Zastosowania dla procesu transdyferencjacji w neurologii

Zaburzenia  neurologiczne  stanowig  trzecig — najczestsza — przyczyne
niepetnosprawnosci i przedwczesnej $mierci w Unii Europejskiej [74]. W zwigzku z
powyzszym, neurologia wymaga szczegoOlnej uwagi badaczy, aby opracowaé nowe
strategie terapeutyczne. Pomimo wieloletnich badan dla wigkszosci chordb
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy Huntingtona,
powodujgcych zaburzenia funkcji poznawczych pacjentdéw, mechanizm dziatania nadal
nie jest dobrze poznany. Dodatkowo opracowane leczenie jest jedynie objawowe i
opodznia utrate neuronow [75, 76]. Trudnos¢ w tworzeniu modeli badawczych i strategii
terapeutycznych dla neuronalnych jednostek chorobowych wynika m.in. z braku
zdolnos$ci regeneracyjnych komoérek neuronalnych, ktorych uszkodzenie lub utrata jest
nieodwracalna [52]. W odpowiedzi na opisany problem naukowcy probujg opracowaé
techniki opierajace si¢ na uzupetieniu brakujacych komoérek neuronalnych, komorkami
macierzystymi roéznego pochodzenia [77-82]. Metoda obarczona jest wadami, ktore
ograniczaja jej zastosowanie w warunkach klinicznych. Jednym z ograniczen jest
trudnos$¢ pozyskiwania i izolacji komodrek macierzystych oraz wysoki koszt procedury.
Kolejnym aspektem jest bezpieczenstwo wszczepienia komoérek macierzystych.

Zastosowanie ich u pacjentéw niesie ryzyko powstania stanéw zapalnych, czy tez
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zachodzenia procesu nowotworzenia [75, 83, 84]. Inng strategia na przezwyci¢zenie
opisanych trudnosci wydaje si¢ wykorzystanie neuronalnej transdyferencjacji. Proces
pozwala uzyska¢ komoérki neuronalne z tatwiejszych do pozyskania komorek
somatycznych np. fibroblastow [85]. Uzyskane w ten sposob komorki moga zostaé
wykorzystane do modelowania choréb, w testach cytotoksycznosci neuronalnych
wyrobow farmaceutycznych oraz jako bezposredni materiat w terapii komorkowe;j, aby
zastgpi¢ komorki uszkodzone lub brakujace [86].

Jednym z podstawowych narzedzi umozliwiajacych lepsze zrozumienie
mechanizmu choroby sg modele komorkowe 1 zwierzgce. Ze wzgledu na trudng
dostgpnosé komorek neuronalnych, badania poswiecone chorobom
neurodegeneracyjnym dotychczas opieraty si¢ gtownie na modelach zwierzecych.
Metoda nie odzwierciedla choroby wystepujacej u cztowieka, z powodu réznic w
podlozu genetycznym, anatomii mézgu i proceséw biologicznych takich jak starzenie.
Wykazano, np. ze modele myszy z Alzheimerem nie odzwierciedlajg wielu
patologicznych zmian takich jak utrata neurondw, ktora obserwowana jest u ludzi [76].
W celu poprawy modeléw chordb neuronalnych naukowcy zaczeli opracowywac
techniki uzyskiwania neuronéw z cechami charakterystycznymi dla okreslonych
jednostek chorobowych z zastosowaniem transdyferencjacji. Przykladem moze by¢
praca Hu i wsp. [85], ktorzy przeprowadzili transdyferencjacje fibroblastow
pozyskanych od pacjentéw z rodzinng chorobg Alzheimera z mutacja APPV7171, w
komorki neuronalne. Uzyskane przez nich komorki wykazywaly zwigkszony poziom
AB42 1 proporcje AP42/AP40, ktére wywotywane sg przez mutacje APPV717I,
potwierdzajac zachowanie cech komorek wyjsciowych. Inng jednostka chorobowa, dla
ktorej udato si¢ uzyska¢ model komoérkowy wykorzystujac transréznicowanie jest
choroba Huntingtona. Charakteryzuje si¢ ona utrata Srednich kolczystych neuronow
GABA-alergicznych, powodujac tym samym postepujace objawy motoryczne i
psychiatryczne u pacjentow [87]. Choroba jest nieuleczalna, dlatego praca Liu i wsp.
[88], w ktorej z fibroblastow pacjentow pozyskano komorki neuronalne zachowujace
cechy neuropatologiczne choroby Huntingtona, jest niezwykle istotna dla dalszych
badan nad mechanizmem i $rodkami terapeutycznymi. Kolejnym przykladem jest
model dla choroby Krabbego, wywolywanej defektem [-galaktozyloceramidazy —
enzymu rozktadajacego m.in. psychosyne, ktorej nagromadzenie powoduje dysfunkcje
komorek glejowych mielinotworczych. Lim i wsp. [89] opracowali metode

transdyferencjacji fibroblastow, w wyniku ktorej pozyskali komorki neuronalne,
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wykazujace defekt aktywnosci B-galaktozyloceramidazy. Nastepnym przykladem moze
by¢ model komoérkowy stwardnienia zanikowego bocznego (ALS — ang. amyotrophic
lateral sclerosis), ktory zostal uzyskany przez Liu i wsp. [90] poprzez
transdyferencjacje fibroblastow pacjentow w komorki neuronalne wykazujace
patologiczne cechy chorobowe. Bioragc pod uwage, ze dla ALS wcigz brakuje
skutecznego leczenia, a mechanizmy powodujace uszkodzenia i $mieré neurondéw
ruchowych pozostaje niezrozumialy, opracowanie dobrego modelu komoérkowego
choroby niesie za soba szereg korzysci. Zaprezentowane przyklady pozyskiwania
modeli komodrkowych choréb neurodegeneracyjnych ukazujg pierwsze sposoby
wykorzystania wiedzy o procesie transdyferencjacji w praktyce i prezentuja istotny

wplyw tej procedury na rozwoj neurologii.
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2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie wydajnosci, kosztow i czasu potrzebnego do
przeprowadzenia chemicznej transdyferencjacji monocytdow w neurony oraz

opracowanie w ten sposob najbardziej optymalnej procedury.
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3. Materialy i metody
3.1. Izolacja monocytow

3.1.1. Izolacja monocytéw z kozuszkow leukocytarno-pltytkowych

Kozuszki leukocytarno-ptytkowe zostaty zakupione z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Szczecinie i poddane procedurze izolacji
bezposrednio po przewiezieniu do laboratorium. Przeprowadzono izolacje z 13
kozuszkoéw leukocytarno-ptytkowych uzyskanych od réznych pacjentow. W pierwszym
etapie rozcienczono kozuszek z roztworem soli fizjologicznej (PBS — ang. phosphate
buffered saline) wzbogaconej 2% ptodowej surowicy bydlecej (FBS — ang. fetal bovine
serum) w proporcji 1:2. Nastgpnie mieszaning naniesiono na powierzchni¢ medium
gradientowego Lymphoprep (StemCell Technologies, nr kat.: 07851), tak aby nie
doszto do zmieszania si¢ z odczynnikiem. Przygotowany kozuszek zwirowano 30 min
w 800 rcf w temperaturze pokojowej. Rozdzielong warstwe komoérek jednojadrzastych
(Ryc. 3) przetozono do nowego flakonu i przeptukano trzykrotnie PBS 2% FBS. Po
ostatnim etapie plukania, komorki zawieszono w 1 mL buforu EasySep Buffer
(StemCell Technologies, nr kat.: 20144). W nastepujacych etapach izolacji monocytow
stosowano zestaw do izolacji EasySep (StemCell Technologies, nr kat.: 19359)
wykorzystujacy immunomagnetyczna selekcje negatywng. Umozliwia on pozyskanie
populacji komérek CD14+ i CD16- (monocyty klasyczne). Do zawiesiny komorek
dodano 50 pL odczynnika Isolation Coctail i odczynnika Platelet Removal Cocktail.
Mieszaning zworteksowano i inkubowano 5 min. Nastepnie dodano 50 uL zawiesiny
kuleczek magnetycznych i powtoérzono 5 min inkubacje, po ktérej dodano 1,5 mL
buforu EasySep Buffer. Tak przygotowang zawiesing komodrek 1 kuleczek
magnetycznych umieszczono w statywie magnetycznym na 2,5 min. Po uptynigciu
czasu inkubacji zawiesing monocytow przelano do nowej probowki. Ilosé
wyizolowanych komorek okreslono poprzez wybarwienie monocytow odczynnikiem
Turka 1 zliczenie komoérek umieszczonych w hemocytometrze. W celu okreslenia
czysto$ci wyizolowanej populacji monocytéw pobrano probke do analizy =z
zastosowaniem cytometrii przeplywowej. Pozostate komorki zamrozono, poprzez
stopniowe zmniejszanie temperatury z -20°C do -80°C i po 24 h umieszczenie w

ciektym azocie.
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Ryc. 3. Rozdzielenie kozuszka leukocytarno-plytkowego na poszczegolne skladniki

3.1.2. Okreslenie czystosci populacji wyizolowanych monocytéw

W celu okreslenia czystosci wyizolowanej populacji monocytéw, zastosowano
analize cytometryczng. Procedur¢ rozpoczeto od sporzadzenia mieszaniny
nastepujacych przeciwcial znakowanych nastepujacymi fluorochromami: anty — CD14
APC-H7, anty — CD45 V500-C i anty — CD16 FITC. Mieszaning potagczono z 30 uL
zawiesiny komorek, zworteksowano i inkubowano 20 min w temperaturze pokojowej,
w ciemno$ci. Nastepnie, aby usungé niezwigzane przeciwciala, dodano bufor
CellWASH (Becton Dickinson, nr kat.: 349524) i odwirowano 10 min w 550 rpm.
Uzyskany osad komorkowy zawieszono w 350 upL buforu FACSFlow (Becton
Dickinson, nr kat.: 342003). Tak przygotowang probke analizowano z zastosowaniem
cytometru przeptywowego BD FACS Canto II firmy BD Biosciences. Uzyskane dane

poddano analizie z uzyciem programu Infinicyt 2.0 (Cytognos, Rotterdam, Holandia).
3.2. Hodowle komérkowe

3.2.1. Hodowla komorek SH-SY5Y

Linia komodrkowa SH-SY5Y (kontrola pozytywna) byta podarunkiem od
szanownego kierownika Zaktadu Patologii PUM prof. Bogustawa Machalinskiego.
Komoérki hodowano w zalezno$ci od przeznaczenia w butelkach 75cm? w celu izolacji
RNA lub w 8-komorowych szkietkach podstawowych (ang. - 8-well chamber slide) do
barwienia immunofluorescencyjnego (Ryc. S1). Stosowane medium hodowlane
sktadato si¢ z medium DMEM:F12 (Gibco, nr kat.: 11320033) wzbogaconego 10% FBS
i 1% koktajlu antybiotykow Antibiotic-Antimycotic (AA, Gibco, nr kat.: 15240-062).
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Linia komoérkowa byla inkubowana w 37°C 5% CO2, z codzienng obserwacja

morfologii oraz wymiang medium na $wiezg porcj¢ co 3 dni.

3.2.2. Przygotowanie naczyn hodowlanych do wysiewu monocytow

W celu wysiania monocytéw naczynia hodowlane nalezato pokry¢ warstwa poli-
D-lizyny, rozpoczynajac od przygotowania mieszaniny roboczej o stezeniu 50 pug/mL.
Nastepnie kazdg komore 8-komorowego szkietka podstawowego zalano 0,3 mL
roztworu i inkubowano 1 h w temperaturze pokojowej. Komory przeptukano trzykrotnie
PBS 1 pozostawiono do wyschnigcia 2 h. Tak przygotowane 8-komorowe szkietka
podstawowe zabezpieczono folig uszczelniajgcg 1 przechowywano w lodowce do

momentu wysiewu komorek.

3.2.3. Wysiew monocytow

Monocyty zostaly rozmrozone poprzez zalanie ich medium X-VIVO 15 (Lonza,
nr kat.: 02-060Q) podgrzanym do temperatury 37°C. Przygotowang zawiesing
odwirowano (5 min 300 rcf) i wusunigto supernatant aby wyeliminowaé
dimetylosulfotlenek (DMSQO), ktéry byt obecny w medium stosowanym na etapie
mrozenia komorek. Nastepnie monocyty ponownie zawieszono w medium X-VIVO 15
1 rozdzielono do wczesniej przygotowanych 8-komorowych szkietek podstawowych w
zageszczeniu 180 000 komorek/cm? w trzech powtérzeniach do izolacji RNA oraz na
kazde analizowane przeciwciato. Komorki inkubowano 1 h w 37°C 5% COg, po czym
medium zostato wymienione na medium indukujgce transroznicowanie, ktorego sktad

byt dostosowany do przeprowadzanej metodyki transdyferencjacji.

3.2.4. Transdyferencjacja z zastosowaniem metodyki 1

Proces transdyferencjacji rozpoczeto od wymiany medium X-VIVO 15 na
medium indukujace I (MI 1) (Ryc. 4), ktore sktadato si¢ z X-VIVO 15 wzbogaconego
czynnikami  neurotroficznymi, czynnikiem stymulujacym tworzenie  kolonii
makrofagow (M-CSF — ang. macrophage colony-stimulating factor, Gibco, nr kat.:
PHC9504), insulinopodobnym czynnikiem wzrostu 1 (IGF — ang. insulin like growth
factor, StemCell Technologies, nr kat.: 78022.1), GlutaMAX (Gibco, nr cat.: 35050-
061), AA i wybranym koktajlem SM: chir99021, RepSox, forskolina, dorsomorfina, Y-
27632, kwas walproinowy (Tab. 2). Komorki indukowano 6 dni, z wymiang medium na
Swiezg porcj¢ po 3 dniach. Nastepnie medium zostalo wymienione na medium

dojrzewajace I (MD 1), sktadajace si¢ z mieszanki mediow DMEM:F12 i Neurobasal
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(Gibco, nr 21103049) w proporcji  1:1,
neurotroficznymi, IGF, GlutaMAX, AA i koktajlem SM, w ktorym kwas walproinowy

kat.: suplementowane czynnikami
zostat zastgpiony witaming C. Inkubacja komoérek w MD 1 trwata 10 dni z potowiczng
wymiang medium na $wieza porcje co 2 dni. Po etapie dojrzewania uzyskane komorki
indukowane metodyka 1 (KIM 1) byly podtrzymywane w hodowli w medium
neuronalnym (MN), sktadajacym si¢ z mieszanki DMEM:F12 i Neurobasal w proporcji
1:1, czynnikow neurotroficznych i AA, pozbawionym dodatku SM przez 7 dni.

6 clini 10 ldni 7 cfni
/ 3
Analiza Analiza Analiza Analiza
,Indukcja” ,Dojrzewanie” LJKomorki ,Hodowla”

transréznicowane”

Ryc. 4. Schemat transdyferencjacji neuronalnej z zastosowaniem metodyki 1
* Analiza obejmowala ocen¢ komorek na wskazanym etapie z zastosowaniem metody RT-gPCR
i barwienia IF;

Tab. 2. Sklad mediéw hodowlanych stosowanych w metodyce 1

Sktadnik ‘ Stezenie Sktadnik | Stezenie Sktadnik ’ Stezenie

Medium Indukujace I Medium Dojrzewajace I Medium Neuronalne
B27 2% B27 2% B27 2%
N-2 1% N-2 1% N-2 1%
BDNF 20 ng/mL | BDNF 20 ng/mL | BDNF 20 ng/mL
GDNF 20 ng/mL | GDNF 20 ng/mL | GDNF 20 ng/mL
NT3 10 ng/mL | NT3 10 ng/mL | NT3 10 ng/mL
IGF 20 ng/mL | IGF 20 ng/mL | AA 1%
M-CSF 50 ng/mL | GlutaMAX 1% DMEM:F12 -
GlutaMAX 1% AA 1% Neurobasal -
AA 1% Chir99021 3uM
Chir99021 3uM RepSox 1uM
RepSox 1uM Forskolina 10 uM
Forskolina 10 uM Dorsomorfina 1 uM
Dorsomorfina 1 uM Y-27632 10 uM
Y-27632 10 uM WitaminaC 0,2 mM
Kwas 05mM |DMEMF12 -
walproinowy
X-VIVO 15 - Neurobasal -

*B27 (Gibco, nr kat.: 17504044), N-2 (Gibco, nr kat.: 17502048), BDNF - czynnik
neurotroficzny pochodzenia mézgowego (ang. brain derived neurotrophic factor, StemCell
Technologies, nr kat.: 78005), GDNF — czynnik neurotroficzny pochodzacy z linii komorek
glejowych (ang. glial cell line derived neurotrophic factor, StemCell Technologies, nr kat.:
78058), NT3 — neurotrofina-3 (StemCell Technologies, nr kat.: 78074);
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3.2.5. Transdyferencjacja z zastosowaniem metodyki 2

W celu indukcji procesu transdyferencjacji wymieniono medium X-VIVO 15 na
medium indukujace | (Ryc. 5), opisane w poprzednim rozdziale. Etap indukcji trwat 6
dni 1 medium zostalo wymienione na $wiezg porcj¢ trzeciego dnia. Proces dojrzewania
komorek zainicjowano poprzez wymiang MI I na medium dojrzewajace II, sktadajace
si¢ z mieszanki DMEM:F12 i Neurobasal w proporcji 1:1 wzbogaconej czynnikami
neurotroficznymi, IGF, GlutaMAX, AA oraz nastepujacymi SM: chir99021, forskolina,
dorsomorfina (Tab. 3). Komorki inkubowano w MD 11 10 dni z potowiczng wymiang na
$wiezg porcj¢ co 2 dni. Nastepnie uzyskane komoérki (KIM 2 — komorki indukowane

metodyka 2) podtrzymywano w hodowli w medium neuronalnym przez 7 dni.

6 clini 10 ]dni 7 dni
|
%
/ )
Analiza Analiza Analiza Analiza
,Indukcja” ,Dojrzewanie” ,Komorki ,Hodowla”

transréznicowane”

Ryc. 5. Schemat transdyferencjacji neuronalnej z zastosowaniem metodyki 2
*Analiza obejmowata ocen¢ komoérek na wskazanym etapie z zastosowaniem metody RT-gPCR
i barwienia IF;

Tab. 3. Sklad mediéw hodowlanych stosowanych w metodyce 2

Sktadnik ‘ Stezenie Sktadnik | Stezenie Sktadnik ’ Stezenie

Medium Indukujace I Medium Dojrzewajace 11 Medium Neuronalne
B27 2% B27 2% B27 2%
N-2 1% N-2 1% N-2 1%
BDNF 20 ng/mL | BDNF 20 ng/mL | BDNF 20 ng/mL
GDNF 20 ng/mL | GDNF 20 ng/mL | GDNF 20 ng/mL
NT3 10 ng/mL | NT3 10 ng/mL | NT3 10 ng/mL
IGF 20 ng/mL | IGF 20 ng/mL | AA 1%
M-CSF 50 ng/mL | GlutaMAX 1% DMEM:F12 -
GlutaMAX 1% AA 1% Neurobasal -
AA 1% Chir99021 3uM
Chir99021 3uM Forskolina 10 uM
RepSox 1uM Dorsomorfina 1 uM
Forskolina 10 uM DMEM:F12 -
Dorsomorfina 1 uM Neurobasal -
Y-27632 10 uM
Kwas 0,5 mM
walproinowy
X-VIVO 15 -
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3.2.6. Transdyferencjacja z zastosowaniem metodyki 3

Inicjacje procesu transdyferencjacji rozpoczeto od wymiany medium X-VIVO
15 na medium indukujgce Il (Ml I1) (Ryc. 6), sktadajacego si¢ z X-VIVO 15
wzbogaconego czynnikami neurotroficznymi, suplementami oraz wybranymi SM:
chir99021, forskolina, Y-27632, kwas walproinowy, A83-01, TTNPB i maslan sodu
(NaB) (Tab. 4). Komérki inkubowano w MI II 7 dni, z wymiang medium na $§wieza
porcje co 2 dni. Nastepnie zastosowano medium dojrzewajace III (MD III), ktére
sktadato si¢ z mieszaniny DMEM:F12 i Neurobasal w proporcji 1:1, z dodatkiem
czynnikow neurotroficznych, suplementow, AA i nastepujacych SM: Chir99021,
Forskolina, Y-27632, A83-01, TTNPB, witamina C. Hodowle w MD III prowadzono 10
dni z polowiczng wymiang na §wiezg porcje co 2 dni. Uzyskane komorki (KIM 3 —
komorki indukowane metodyka 3) utrzymywano w hodowli w medium neuronalnym

przez nastgpnych 7 dni.

7clini 1OIdni 7cl|ni

. 2 ] .
Analiza Analiza Analiza Analiza
,Indukcja” ,Dojrzewanie” ,Komorki ,Hodowla”

transréznicowane”

Ryc. 6. Schemat transdyferencjacji neuronalnej z zastosowaniem metodyki 3
*Analiza obejmowata ocen¢ komoérek na wskazanym etapie z zastosowaniem metody RT-gPCR
i barwienia IF;
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Tab. 4. Sklad mediéw hodowlanych stosowanych w metodyce 3

Sktadnik | Stezenie

Skladnik | SteZenie

Sktadnik | Stezenie

Medium Indukujace I | Medium Dojrzewajace 111 Medium Neuronalne
B27 2% B27 2% B27 2%
N-2 1% N-2 1% N-2 1%
BDNF 20 ng/mL | BDNF 20 ng/mL | BDNF 20 ng/mL
GDNF 20 ng/mL | GDNF 20 ng/mL | GDNF 20 ng/mL
NT3 10 ng/mL | NT3 10 ng/mL | NT3 10 ng/mL
IGF 20 ng/mL | AA 1% AA 1%
M-CSF 50 ng/mL | cAMP 20 ng/mL | DMEM:F12 -
GlutaMAX 1% Chir99021 3 uM Neurobasal -
AA 1% Forskolina 10 uM

Chir99021 3 pM

Forskolina 10 uM
Y-27632 10 uM
Kwas . 0,5 mM
walproinowy

A83-01 0,5uM
TTNPB 1uM
NaB 0,1 mM
X-VIVO 15 -

Y-27632 10 uM
A83-01 5uM
TTNPB 1uM
Witamina C 0,2 mM
DMEM:F12 -
Neurobasal -

3.2.7. Transdyferencjacja z zastosowaniem metodyki 4

Transdyferencjacj¢ z zastosowaniem metodyki 4 (Ryc. 7) rozpoczeto od
wymiany medium X-VIVO 15 na indukujgce medium II, ktorego sktad zostat opisany w
poprzednim rozdziale. Indukcja komorek trwata 7 dni, z wymiang medium na $wiezg
porcje co 2 dni. W celu przeprowadzenia procesu dojrzewania komorek, poddano je
hodowli w medium dojrzewajacym II (opisanym w rozdziale 3.2.5.) przez 10 dni, z co
dwudniowa potowiczng wymiang medium na $wiezg porcje. Uzyskane w ten sposob

komorki (KIM 4 — komorki indukowane metodyka 4) inkubowano w medium

neuronalnym, pozbawionym dodatku SM przez nastepnych 7 dni.

7 tlini 10 dni 7 ﬂini
Wi
. .
Analiza Analiza Analiza Analiza
LIndukcja” ,Dojrzewanie” ,Komorki ,Hodowla”

transréznicowane”

Ryc. 7. Schemat transdyferencjacji neuronalnej z zastosowaniem metodyki 4

*Analiza obejmowata ocen¢ komorek na wskazanym etapie z zastosowaniem metody RT-gPCR

i barwienia IF;
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3.3. Obserwacja morfologii komodrek

Morfologia komorek byta obserwowana kazdego dnia prowadzenia hodowli z
zastosowaniem mikroskopu $wietlnego Zeiss Axio ObserverZ1. Zdjecia wykonano z
uzyciem kamery AxioCam ICC1 Zeiss i oprogramowania AxioVision. Podobnie jak w
pracy Bellon i wsp. [26], komorki ze wzglgdu na swoja morfologie podzielono na
nastgpujace typy: fibroblastyczne — wydluzone i dwubiegunowe, zaokraglone —
nieposiadajace zadnych wypustek, wielobiegunowe — posiadajace liczne wypustki oraz
nieokreslone, ktérych nie mozna zaliczy¢ do poprzednich grup (Ryc. 8). Odsetek typow
komoérek zostal ustalony poprzez zliczenie komoérek z wykonanych zdje¢ (n=3),

okreslenie $redniej i wyznaczenie udzialu procentowego w catej populacji.

N
A

Knagt” /.‘/
L7 L

Vielobiegunowe

-

b PR
O - A 4
~A A

Fibroblastyczne. e,

Ryc. 8. Typy komorek okreslone na postawie morfologii

3.4. 1zolacja RNA

W celu przeprowadzenia izolacji RNA z monocytéw, SH-SY5Y i komorek
uzyskanych w wyniku procesu transréznicowania, konieczne byto ich odklejenie od dna
naczynia hodowlanego poprzez inkubacj¢ z Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, nr kat.:
T3924). Komorki przeptukano dwukrotnie PBS. Nastgpnie zalano je 50 pL roztworu
lizujacego, sktadajacego si¢ z buforu SingleShot Cell Lysis Buffer, roztworu proteinazy
K oraz roztworu DNazy (odczynniki wchodzity w sktad zestawu BioRad, nr kat.:
1725095) i inkubowano przez 10 min w temperaturze pokojowej. Nastepnie
przeniesiono supernatant do nowej probowki, ktorg umieszczono w bloku grzewczym w
temperaturze 37°C przez 5 min, po czym przeniesiono do 75°C rowniez na 5 min. Tak

przygotowany lizat przechowywano w -80°C.
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3.5. RT-gPCR

Odwrotng transkrypcje (RT — ang. reverse transcription) wyizolowanego RNA
wykonano z zastosowaniem zestawu SMART First Strand cDNA Synthesis kit (EurX, nr
kat.: E0O804). 10 uLL RNA umieszczono w nowym falkonie, do ktérego dodano: 1 pL
hexamer primer, 1 uL dNTP Mix oraz 0,5 uL wody. Nast¢pnie mieszaning uzupetniono
kolejno: 4 uL cDNA Buffer, 2 uL DTT, 0,5 pL RNase inhibitor i 1 uL SmART. Probke
inkubowano w bloku termicznym w temperaturze 25°C przez 10 min, 50°C przez 50
min i 85°C przez 5 min. Uzyskane cDNA przechowywano w -20°C.

Ilo$ciowa tancuchowg reakcje¢ polimerazy (qPCR — ang. quantitative polymerase
chain reaction) przeprowadzono stosujac LightCycler 480 SYBR Green | Master
(Roche, nr kat.: 04707516001) i startery dla nastgpujacych gendéw badanych: MAP2,
TUBB3, ASCL1, CD14 (startery firmy BioRad, nr kat.: 10025636) oraz genu
referencyjnego PARP1 (sekwencja startera lewego: GAAGCTGGAGGAGTGACAGG,
sekwencja startera prawego: GCTGCAAAGTCACCCAGAG, Genomed). Stosowano 1
uL cDNA i 0,5 uL startera w reakcji o objetosci 10 pulL. Reakcje przeprowadzono w
trzech powtoérzeniach. Analiza zostala przeprowadzona z zastosowaniem systemu
LighCycler 480 Il firmy Roche. Wartosci Ct (numer cyklu, w ktérym fluorescencja
badanej probki osigga poziom linii progowej, ang. cycle threshold) zostaly wyznaczone
zarowno dla genow badanych, jak i genu referencyjnego z automatycznie okreslong
linig progowa i linig bazowa. W celu okreslenia poziomu relatywnej ekspresji genow
komorek transroznicowanych i SH-SY5Y wzgledem monocytow stosowano metode

obliczen 2-44¢,

3.6. Barwienie immunofluorescencyjne

Komérki utrwalono 2% zbuforowanym formaldehydem poprzez 15 minutowg
inkubacje¢. Nastepnie komorki zostaty obmyte buforem pluczacym (woda destylowana
wzbogacona 1% PBS) i poddane permeabilizacji aby zwigkszy¢ przepuszczalnos¢ btony
komorkowej, za pomoca 5 minowej inkubacji z Triton X-100 (LifeTechnologies, nr
kat.: HFH10). Kolejnym etapem bylo blokowanie, majace na celu ograniczenie
powstania nieswoistych wigzan antygen-przeciwciato, za posrednictwem inkubacji
komorek z roztworem albuminy surowicy bydlecej (BSA - ang. bovine serum albumin)
prze 1h. Tak przygotowany materiat wyznaczono przeciwciatami I-rzedowymi (Tab. 5)
poprzez calonocng inkubacje w 4°C. Nastgpnego dnia komorki zostaty trzykrotnie

obmyte buforem pluczacym i inkubowane z przeciwciatami I1-rzedowymi przez 1 h w
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temperaturze pokojowej. Niezwigzane przeciwciata zostaly usunigte przez obmycie
komorek buforem ptuczacym. Jadra komodrkowe zostaty wybarwione za pomoca DAPI
(4’,6-diamidyno-2-fenyloindol). Obserwacje wybarwionych komorek przeprowadzono
z zastosowaniem mikroskopu fluorescencyjnego Olympus BX41TF. Zdjecia zostaty
wykonane na powiekszeniu x20 za pomocg kamery F-View II, adapterow U-CMAD3,
U-TV1X-2 firmy Olympus i programu Cell .

Tab. 5. Przeciwciala stosowane w barwieniu immunofluorescencyjnym

Przeciwciato Stezenie Producent

Anty — MAP2 rabbit 1:50 Invitrogen, nr kat.: PA5-17646
Anty — TUJ1 mouse 1:200 Invitrogen, nr kat.: MA1-118
Anty — ASCL1 rabbit 1:250 Invitrogen, nr kat.: PA5-77868
Anty — SYP rabbit 1:50 Invitrogen, nr kat.: MA5-14532
Anty — CD14 rabbit 1:100 Invitrogen, nr kat.: MA5-32248
Anty — rabbit AlexaFluor 488 10 pg/mL Invitrogen, nr kat.: A11008
Anty — rabbit TRITC 10 pg/mL Invitrogen, nr kat.: A16101
Anty —mouse FITC 10 pg/mL Invitrogen, nr kat.: F2761

Anty — mouse AlexaFluor 594 10 pg/mL Invitrogen, nr kat.: A11005

3.7. Analiza statystyczna

Uzyskane dane z reakcji gPCR poddano analizie statystycznej z zastosowaniem
srodowiska R. W pierwszej kolejnosci ustalono normalnos¢ rozktadu danych za pomoca
testu Shapiro — Wilka. Nastepnie w zaleznosci od uzyskanego wyniku testu poréwnano
migdzy sobg poziom relatywnej ekspresji gendéw komoérek pozyskiwanych w wyniku
przeprowadzenia transdyferencjacji metodyka 1 — metodyka 4 stosujac test T Studenta,
dla danych o normalnym rozktadzie i test U Manna — Whitneya — Wilcoxona dla
danych o nienormalnym rozktadzie. Warto$¢ p-value, ktora umozliwita stwierdzenie
wystapienia r6zni¢ pomiedzy badanymi grupami danych wynosita minimalnie p-value <
0,05. W celu zaprezentowania danych wykonano wykresy stupkowe i mapy cieplne za

pomocg programu GraphPad Prism 10.
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4. Wyniki

4.1. Czystos¢ wyizolowanej populacji monocytow

Ilos¢ wyizolowanych monocytéw roznita si¢ w poszczegélnych probach i
miescila si¢ w przedziale 505 000 komoérek — 1 845 000 komorek (Tab. S1). Populacja
komorek CD45+ stanowita $rednio 5,77% (£ 1,25) wyizolowanych komorek i sktadata
sie¢ W 89,25% (£ 1,07) z monocytow oraz w 10,75 % (+ 1,07) innych komoérek CD45+
(Ryc. 9). Monocyty zostaty rozdzielone na subpopulacje monocytow klasycznych
CD14++ CD16-, monocytéw posrednich CD14++ CD16+ i monocytéw nieklasycznych
CD14+ CD16 ++. Komérki CD14++ CD16- stanowily najwigkszy odsetek monocytéw
- $rednio 99,63 % (= 0,06). Najmniejszy odsetek populacji monocytéw stanowity
komorki CD14++ CD16+ - $rednio 0,03 % (+ 0,01). Monocyty nieklasyczne stanowity
srednio 0,3 % (£ 0,06) populacji komérek CD45+.

Inne CD45+
10,75%

Monocyty nieklasyczne
0,3%

Monocyty posrednie
0,03%

Komoarki CD45+

® Monocyty klasyczne

Monocyty posrednie

B Monocyty nieklasyczne Monocyty

klasyczne

© Inne CD45+ 88.93%

Ryc. 9. Populacja komérek CD45+

4.2. Transdyferencjacja monocytéw z zastosowaniem metodyki 1

4.2.1. Zmiany morfologiczne indukowanych komoérek

Pierwsze zmiany morfologiczne monocytow spostrzezono po 3 dniach inkubacji
w medium indukujacym 1. Zaobserwowano wystgpienie pojedynczych komorek
dwubiegunowych, o wydluzonym ksztalcie (fibroblastyczne) oraz komorek

niezidentyfikowanych (Ryc. 10 i Ryc. 11). Wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji w MI 1
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liczba komorek fibroblastycznych ulegata nieznacznemu zwigkszeniu. PO wymianie
medium na medium dojrzewajace I, czgs¢ komoérek obumarla, liczba komorek
fibroblastycznych ulegta redukcji. Wydtuzenie czasu inkubacji w MD 1 skutkowato
obumarciem znacznej cze$ci komorek oraz zmniejszeniem liczby komorek
fibroblastycznych. Wymiana medium na MN nie spowodowata znacznych roéznic w

morfologii obserwowanych komorek.
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<
E 60 - B Nieokreslone
\g B Wielkobiegunowe
5 40 1 ¥ Fibroblastyczne
> B Zaokragglone
a
> 20 -
X

0 -

Indukcja Dojrzewanie KIM1

Ryc. 10. Odsetek typow komorek wystepujacych w hodowli — metodyka 1

1h po wysianiu 3 dni w MI | 6 dni w MI |

SdniwMD | 10 dni w MD | 7 dni w MN

Ryc. 11. Zmiany morfologiczne monocytéow transréznicowanych z zastosowaniem
metodyki 1
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4.2.2. Zmiany indukowanych komorek na poziome genetycznym

Obserwowane zmiany morfologiczne zostaly stwierdzone roOwniez na poziomie
genetycznym (Ryc. 12). Po etapie indukcji komorki wykazaty wzrost ekspresji genu
TUBBS3, istotny wzrost ekspresji genu MAP2 (p < 0,05) oraz istotne zmniejszenie
poziomu ekspresji genu CD14 (p < 0,005). Pigciodniowa inkubacja komoérek w MD 1
spowodowata obnizenie poziomu ekspresji gendw neuronalnych MAP2, TUBB3 i
ASCL1. Zaobserwowano rowniez zmniejszenie ekspresji genu CDI14. Wraz z
wydhluzeniem czasu inkubacji komorek w MD I ekspresja gendw neuronalnych 1 CD14
ulegta zmniejszeniu. Poziomy ekspresji gend6w neuronalnych na zadnym etapie hodowli
nie byly porownywalne do poziomdw ekspresji wykrywanych dla komoérek SH-SY5Y
(p < 0,051 p < 0,005). Hodowla komorek indukowanych metodyka 1 w medium
niewzbogaconym SM skutkowata brakiem wykrywalnos$ci ekspresji badanych genow.
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Ryc. 12. Poziom ekspresji genow neuronalnych i CD14 na poszczegélnych etapach
transdyferencjacji monocytow metodyka 1
Poziom ekspresji ustalony wzgledem monocytow; *p-value < 0,05; **p-value < 0,005;

4.2.3. Zmiany indukowanych komorek na poziomie bialkowym

W celu okreslenia zachodzenia translacji badanych gendéw na poziom biatkowy
przeprowadzono barwienia immunofluorescencyjne (Ryc. 13). Po hodowli w MI |
zaobserwowano sygnal fluorescencyjny dla przeciwciata any-CD14 i nie wykryto
sygnatow dla przeciwcial neuronalnych. Wraz z postgpem przeprowadzania
transdyferencjacji monocytow za pomoca metodyki 1, nie zaobserwowano zmian w
sygnalach fluorescencyjnych dla przeciwciat neuronalnych - obserwowane komorki

byly ujemne dla przeciwciat anty-MAP2, anty-TUJ1, anty-ASCL1 i anty-SYP.
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Dodatkowo po hodowli komérek w MD I sygnal fluorescencyjny dla przeciwciata anty-

CD14 ré6wniez zanikl.

Indukcja Dojrzewanie KIM 1 Hodowla
CD14
MAP2
TUJ1
- -

ASCL1

SYP

Ryc. 13. Wyznaczenie przeciwcial neuronalnych i CD14 na poszczegdlnych etapach
transdyferencjacji monocytow z zastosowaniem metodyKki 1

35



4.3. Transdyferencjacja monocytéw z zastosowaniem metodyki 2

4.3.1. Zmiany morfologiczne indukowanych komoérek

Morfologia komoérek ulegla zmianie juz trzeciego dnia inkubacji w medium
indukujacym 1. W hodowli zaobserwowano pojedyncze komorki fibroblastyczne oraz
komorki niezidentyfikowane (Ryc. 14 i Ryc. 15). Wraz z wydtuzeniem czasu indukcji,
liczba komorek fibroblastycznych wzrosta. Po wymianie MI I na medium dojrzewajace
IT w hodowli mozna byto zaobserwowaé¢ komorki wielobiegunowe. Liczba komorek
fibroblastycznych zostala zredukowana i wraz z wydluzeniem czasu inkubacji nie
ulegta znacznej zmianie. Dodatkowo zaobserwowano wzrost ilosci komorek
obumierajacych i wigksza obecno$¢ komodrek niezidentyfikowanych. Po tygodniowe;j
hodowli KIM 2 w medium bez dodatku SM obserwowane byly w wigkszosci komorki

zaokraglone 1 niezidentyfikowane.
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Ryc. 14. Odsetek typow komorek wystepujacych w hodowli — metodyka 2
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Ryc. 15. Zmiany morfologiczne monocytow transroznicowanych z zastosowaniem
metodyki 2

4.3.2. Zmiany indukowanych komorek na poziome genetycznym

Zachodzace zmiany morfologiczne znalazty odzwierciedlenie na poziomie
genetycznym (Ryc. 16). Komorki indukowane w MI 1 wykazywaly istotnie wyzszy
poziom ekspresji genu MAP2 (p < 0,0005), TUBB3 (p < 0,05) i nizszg ekspresj¢ genu
CD14 (p < 0,0005), w poréwnaniu do monocytow. Po przejsciu do etapu dojrzewania
ekspresja genu MAP2 ulegala zmniejszeniu wraz z wydluzeniem czasu inkubacji w MD
I1. Poziom ekspresji genu TUBB3 oraz ASCL1 dla komoérek hodowanych w MD 11
poczatkowo ulegt zmniejszeniu, jednak wzrost wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji, nie
przekraczajac poziomu ekspresji wykrywanego dla komorek po etapie indukcji.
Ekspresja genu CD14 ulegata stopniowemu zmniejszeniu w trakcie inkubacji komorek
w MD II. Po tygodniowej inkubacji komorek MN nie wykryto ekspresji gendéw
neuronalnych i CD14. Komorki transréznicowane na zadnym etapie nie osiagnely
poziomu ekspresji genéw neuronalnych porownywalnego do kontroli pozytywnej — SH-
SY5Y.
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Ryc. 16. Poziom ekspresji gené6w neuronalnych i CD14 na poszczegdlnych etapach
transdyferencjacji monocytow metodyka 2

Poziom ekspresji ustalony wzgledem monocytéw; *p-value < 0,05; **p-value < 0,005;
***p-value < 0,0005;

4.3.3. Zmiany indukowanych komorek na poziomie bialkowym

Zachodzace zmiany w wyniku procesu transréznicowania obserwowano rowniez
na poziomie biatkowym poprzez zastosowanie barwienia immunofluorescencyjnego
(Ryc. 17). Po hodowli komérek w MI I nie zaobserwowano sygnatu fluorescencyjnego
dla badanych przeciwcial neuronalnych. Kolejno przeprowadzony etap dojrzewania
rowniez nie skutkowal powstaniem komorek MAP2-, TUBB3-, ASCL1-, SYP-
pozytywnych. Sygnal fluorescencyjny dla przeciwciala anty-CD14 wykrywalny byl dla
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komorek bezposrednio po etapie indukcji, jednak zanikt po inkubacji w MD II.
Hodowla komorek w medium pozbawionym dodatku SM nie wptyngta na

wykrywalnos$¢ przeciwcial neuronalnych i CD14.

Indukcja Dojrzewanie KIM 2 Hodowla
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Ryc. 17. Wyznaczenie przeciwcial neuronalnych i CD14 na poszczegdlnych etapach
transdyferencjacji monocytow z zastosowaniem metodyki 2
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4.4, Transdyferencjacja monocytéw z zastosowaniem metodyki 3

4.4.1. Zmiany morfologiczne indukowanych komoérek

Zmiany morfologiczne komorek zostaly zaobserwowane juz po 3 dniach
inkubacji w medium indukujacym II. Czg$¢ komodrek zmienita ksztatt z zaokraglonego
na fibroblastyczny (Ryc. 18 i Ryc. 19). Wraz z wydtuzeniem inkubacji w MI II liczba
komorek fibroblastycznych wzrastala, dodatkowo zaobserwowano wystapienie
komorek wielobiegunowych i nieokreslonych. Wymiana MI II na MD III skutkowata
znacznym zwigkszeniem ilo$ci komoérek wielobiegunowych, ktore stanowity wigkszos¢
obserwowanych w hodowli komorek. Ponadto, analizowane komorki nawigzywaty
kontakt pomiedzy soba licznymi wypustkami. Tygodniowa inkubacja komoérek w MN

nie spowodowata znacznych zmian w morfologii badanych komorek.
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Ryc. 18. Odsetek typow komorek wystepujacych w hodowli — metodyka 3
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Ryc. 19. Zmiany morfologiczne monocytow transr6znicowanych z zastosowaniem
metodyki 3

4.4.2. Zmiany indukowanych komorek na poziome genetycznym

Powstajace w wyniku procesu transdyferencjacji roznice zostaly rowniez
zaobserwowane na poziomie genetycznym (Ryc. 20). Stwierdzono wzrost poziomu
ekspresji MAP2 i TUBB3 po etapie indukcji. Poziom genu MAP2 byt istotnie wyzszy
w poréwnaniu do monocytow (p < 0,05), a poziom ekspresji genu TUBB3 byt
porownywalny do ekspresji dla komoérek SH-SY5Y. Dodatkowo ekspresja genu CD14
dla komorek indukowanych byta istotnie nizsza w pordwnaniu do monocytow (p <
0,0005). W wyniku przeprowadzenia etapu dojrzewania, ekspresja genéw neuronalnych
stopniowo wzrastala. Poziom ekspresji MAP2 1 TUBB3 dla uzyskanych komorek byt
porownywalny do ekspresji wykazanej dla SH-SY5Y. Ekspresja genu CD14 po etapie
dojrzewania pozostata istotnie nizsza w poréwnaniu do poziomu wykrywanego dla
monocytow. Ekspresja genu ASCL1 réwnie wzrastata w trakcie prowadzenia procedury
transréznicowania, ale nie osiagneta poziomu zblizonego do ekspresji odczytywanej dla
SH-SY5Y. Hodowla komoérek w medium bez dodatku SM istotnie wplyneta na poziom
ekspresji badanych genow. Po tygodniowej inkubacji nie wykryto ekspresji genow
neuronalnych dla badanych komoérek, a poziom ekspresji genu CD14 wzrost do

poziomu poréwnywalnego dla monocytow.
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Ryc. 20. Poziom ekspresji genow neuronalnych i CD14 na poszczegolnych etapach
transdyferencjacji monocytow metodyka 3

Poziom ekspresji ustalony wzgledem monocytow; *p-value < 0,05; **p-value < 0,005;
***p-value < 0,0005; ns — brak statystycznie istotnej réznicy;

4.4.3. Zmiany indukowanych komorek na poziomie biatkowym

Barwienie immunofluorescencyjne potwierdzito zachodzenie zmian na poziomie
biatkowym w trakcie etapu dojrzewania. Po przeprowadzeniu etapu indukcji
zaobserwowano sygnat fluorescencyjny dla przeciwciala anty-CD14 i brak sygnatu dla
badanych przeciwciat neuronalnych (Ryc. 21). Pigciodniowa inkubacja komorek w MD

IIT spowodowata zanik sygnatu dla przeciwciala anty-CD14 i pojawienie si¢ sygnatow

42



dla przeciwciat anty-MAP2, anty-TUJL i anty-ASCL1. Dodatkowo wydtuzenie czasu
inkubacji komorek w MD III skutkowalo wykryciem komorek SYP-pozytywnych i
ponownie CD14-pozytywnych. KIM 3 hodowane w MN przez 7 dni nie wykazaty
sygnatu fluorescencyjnego dla przeciwcial anty-MAP2 i anty-TUJ1, jednak pozostaly
pozytywne dla przeciwciata CD14.

Indukcja Dojrzewanie KIM 3 Hodowla
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Ryc. 21. Wyznaczenie przeciwcial neuronalnych i CD14 na poszczegdlnych etapach
transdyferencjacji monocytéw z zastosowaniem metodyki 3
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4.5. Transdyferencjacja monocytéw z zastosowaniem metodyki 4

4.5.1. Zmiany morfologiczne indukowanych komoérek

Pierwsze réznice w morfologii komorek zaobserwowano trzeciego dni indukcji.
Cze$¢ zaokraglonych komorek zmienita ksztatt na fibroblastyczny (Ryc. 22 i Ryc. 23).
W kolejnych dniach hodowli w MI Il zwigkszata si¢ liczba komorek fibroblastycznych
oraz pojawily si¢ komorki wielobiegunowe i niezidentyfikowane. Po wymianie medium
na MD 1II zaobserwowano wzrost liczby komorek wielobiegunowych i
niezidentyfikowanych. Wraz z wydluzeniem czasu inkubacji komorek w MD 1I ilo$§¢
komorek wielobiegunowych zwickszata si¢ i stanowila wigkszo$¢ komorek obecnych w
hodowli. Dodatkowo komorki nawigzywaly pomiedzy sobg kontakt za pomoca
wypustek. Siedmiodniowa inkubacja uzyskanych komorek w MN spowodowata

niewielkie zwigkszenie ilosci komorek fibroblastycznych.
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Ryc. 22. Odsetek typow komorek wystepujacych w hodowli — metodyka 4
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Ryc. 23. Zmiany morfologiczne monocytéw transréznicowanych z zastosowaniem
metodyki 4

4.5.2. Zmiany indukowanych komorek na poziome genetycznym

Zajscie procesu transdyferencjacji potwierdzono na poziomie genetycznym
(Ryc. 24). Po etapie indukcji zaobserwowano wzrost ekspresji analizowanych genow
neuronalnych — MAP2 i TUBB3. Stwierdzono istotnie wyzszy poziom ekspresji genu
MAP2 dla komoérek badanych w porownaniu do monocytow (p < 0,05) oraz
poréwnywalny poziom ekspresji genu TUBB3 dla komorek indukowanych i SH-SY5Y.
Dodatkowo poziom ekspresji genu CD14 byt istotnie nizszy dla badanych komoérek niz
dla monocytow (p < 0,05). Ekspresja genu ASCLI ulegta zmniejszeniu po etapie
indukcji. Wymiana MI II na MD 1I skutkowala nieznacznym zmniejszeniem ekspresji
badanych genéw neuronalnych, jednak ich poziom zwigkszyt si¢ wraz z wydluzeniem
czasu inkubacji komorek. Uzyskane komodrki indukowane metodyka 4
charakteryzowaly si¢ poziomem ekspresji TUBB3 zblizonym do SH-SY5Y, istotnie
wyzsza ekspresja genu MAP2 (p < 0,05) i istotnie nizszym poziomem ekspresji CD14
(p < 0,05) w poréwnaniu do monocytow. Poziom ekspresji ASCL1 pozostat zblizony do
ekspresji obserwowanej dla monocytéw. Hodowla uzyskanych komoérek w medium bez
dodatku SM spowodowata brak ekspresji genéw TUBB3 i ASCL1 oraz obnizenie

poziomu ekspresji genow MAP2.
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Ryc. 24. Poziom ekspresji genow neuronalnych i CD14 na poszczegélnych etapach
transdyferencjacji monocytow metodyka 4
Poziom ekspresji ustalony wzgledem monocytow; *p-value < 0,05; **p-value < 0,005;

4.5.3. Zmiany indukowanych komorek na poziomie biatkowym

Zmiany zachodzace na poziomie biatkowym okreSlono z zastosowaniem
barwienia immunofluorescencyjnego. Po hodowli komérek w MI II nie wykryto
sygnatu fluorescencyjnego dla analizowanych przeciwcial neuronalnych (Ryc. 25).
Obserwowane komorki byly CD14 - pozytywne. Inkubacja komorek w MD 11
skutkowata pozyskaniem komorek MAP2- i TUJ1- pozytywnych. Wraz z wydtuzeniem

czasu etapu dojrzewania zaobserwowano rowniez komorki ASCL1- i SYP- pozytywne.
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Komorki inkubowane w MN utracity sygnat fluorescencyjny dla przeciwcial anty-
MAP2 i anty-TUJ1. Przeciwciatlo CD14 bylo wykrywane na kazdym etapie procesu

transdyferencjacji.

Indukcja Dojrzewanie KIM 4 Hodowla
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Ryc. 25. Wyznaczenie przeciwcial neuronalnych i CD14 na poszczegélnych etapach
transdyferencjacji monocytéw z zastosowaniem metodyKki 4
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4.6. Poréwnanie badanych metodyk transdyferencjacji monocytow w komoérki
neuronalne na poziomie genetycznym

4.6.1. Indukcja

Komorki indukowane z zastosowaniem MI I charakteryzowaly si¢ odmiennym
poziomem ekspresji genow neuronalnych od komorek indukowanych MI II (Ryc. 26).
Zaobserwowano istotnie wyzszy poziom ekspresji genu TUBB3 (p < 0,05) dla komorek
inkubowanych w MI I, w poréwnaniu do komorek indukowanych metodyka 1.
Dodatkowo komorki indukowane metodykg 3 wykazaly istotnie wyzsza ekspresje genu
MAP2 (p < 0,05) od komorek inkubowanych w MI 1. Przeciwnie, w przypadku
ekspresji genu ASCL1 odnotowano istotnie wyzsza ekspresje (p < 0,05) dla komorek
traktowanych MI 1 w porownaniu do komorek indukowanych z uzyciem MI II.
Ekspresja genu CD14 nie roznila si¢ istotnie pomigdzy komorkami uzyskanymi w

wyniku przeprowadzenia etapu indukcji testowanych metodyk.
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Ryc. 26. Poziom ekspresji gené6w neuronalnych i CD14 dla komorek uzyskanych w
wyniku przeprowadzenia etapu indukcji testowanych metodyk transdyferencjacji
Poziom ekspresji ustalony wzgledem monocytow; *p-value < 0,05; **p-value < 0,005;

ns — brak statystycznie istotnej rdznicy;
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4.6.2. Dojrzewanie

W wyniku inkubacji komérek w mediach dojrzewajacych doszto do zmian w
poziomach ekspresji obserwowanych gendéw (Ryc. 27). W przypadku genu MAP2
stwierdzono istotnie nizszg ekspresje (p < 0,05 i p < 0,005) dla komoérek traktowanych
metodyka 2 od komoérek hodowanych zgodnie z procedurami pozostatych, testowanych
metodyk. Podobnie istotnie nizsza ekspresja genu TUBB3 (p < 0,05) zostata
zaobserwowana dla komoérek hodowanych zgodnie z metodyka 2, w poréwnaniu do
komorek inkubowanych w mediach metodyki 1 i metodyki 4. Ponadto nie stwierdzono
réznic w poziomie ekspresji genow MAP2 1 TUBB3 pomi¢dzy komorkami uzyskanymi
wyniku przeprowadzenia polowy etapu dojrzewania metodyka 3 1 metodyka 4.
Obserwujac poziom ekspresji genu ASCL1, odnotowano istotnie wyzsza ekspresje (p <
0,005 i p < 0,0005) dla komoérek inkubowanych w MD III od komérek hodowanych w
pozostatych, testowanych mediach dojrzewajacych. Dodatkowo stwierdzono istotnie
nizszg ekspresje ASCLI1 (p < 0,05) dla komorek traktowanych zgodnie z metodyka 2,
porownaniu do komodrek inkubowanych w MD I. W przypadku genu CD14
zaobserwowano wyzszy poziom ekspresji (p < 0,05) dla komoérek hodowanych w
mediach metodyki 4 i metodyki 3 od komoérek traktowanych MD 1. Analogicznie
komorki hodowane w MD Il wykazywaly wyzszy poziom ekspresji CD14 w
poréwnaniu do komorek inkubowanych zgodnie z metodyka 2 (p < 0,0005).
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Ryc. 27. Poziom ekspresji genéw neuronalnych i CD14 dla komorek uzyskanych w

wyniku przeprowadzenia polowy etapu dojrzewania testowanych metodyk
transdyferencjacji

Poziom ekspresji ustalony wzglgdem monocytow; *p-value < 0,05; **p-value <0,005;
***pvalue < 0,0005; ns - brak statystycznie istotnej réznicy;
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4.6.3. Komorki transréznicowane

Wydhuzenie czasu inkubacji komérek w mediach dojrzewajacych wptynelo na
poziomy ekspresji badanych genéw (Ryc. 28). Zaobserwowano zwickszenie ekspresji
analizowanych genéw neuronalnych dla komoérek uzyskanych w  wyniku
przeprowadzenia metodyki 3 i metodyki 4. Poziom ekspresji genu MAP2 dla KIM1 i
KIM2 byt istotnie nizszy (p < 0,05) niz dla KIM3 i KIM4 oraz byl porownywalny do
poziomu ekspresji dla monocytéw. Obserwujac ekspresje genu TUBB3, nie udato si¢
wykry¢ ekspresji dla KIM1, jednak ekspresja dla KIM3 1 KIM4 pozostata zblizona do
ekspresji dla SH-SY5Y. Analogicznie do poprzedniego etapu, KIM3 charakteryzowaty
si¢ istotnie wyzszym poziomem ekspresji ASCL1 (p < 0,05) w poréwnaniu do komorek
uzyskanych z zastosowaniem metodyki 1 i metodyki 2. Poziom ekspresji CD14 dla
KIM2 ulegl zmniejszeniu do poziomu poréwnywalnego dla SH-SYSY 1 byt istotnie
nizszy w porownaniu do KIM3 (p < 0,005) i KIM4 (p < 0,05). Podobnie KIM1
wykazywaty nizszy poziom ekspresji CD14 w poréwnaniu do KIM3 (p < 0,005) i
KIM4 (p < 0,05).

52



ns TUBB3
| 1
50- ns *
* 1 I |
" . 1 30000
5 —
(]
o 304 23]
% d{ g
o 2 20000
8 8,
£ 101 —— s
215 . £ 100004
] (]
: T : =
- i g —
o E) 80
ES S
0.5+ 404
204
0.0- —— 0 4 T P,
N 4\ y > A Q
NS N s g o*é ] ¥ o‘f‘ &'
) ) 3 ) & o2 o & R
& & o & ¥ @ & @
& & <« «
ASCL1 CD14
174 1.105
* % =
164 M 1.063 [ *k |
1.007 —
154 0.954
= <
O 5 090
7]
< 5 * O 05 i
o] 1 8,
o > ]
g & oo
& e
£
1) ns : o
g 34 1 s 0.3 ]
g 2
?N” 2 g’ 0.24
= E— = —1
* i 04
14 — 5
*
0 : e T 0.0 - . T —
\ a ) v- & N 0 &) A
d 4 d d d > > >
S R
o d S G & R o o o &S & X
O O Cd ¢* & @ & & O & « @
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ «

Ryc. 28. Poziom ekspresji genow neuronalnych i CD14 dla komérek uzyskanych w
wyniku przeprowadzenia testowanych metodyk transdyferencjacji

Poziom ekspresji ustalony wzgledem monocytow; *p-value < 0,05; **p-value < 0,005;

ns - brak statystycznie istotnej rdznicy;
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4.6.4. Hodowla

Brak obecnosci SM w medium hodowlanym spowodowal drastyczny spadek
poziomu ekspresji gendw neuronalnych dla komoérek uzyskanych wszystkimi
testowanymi metodykami (Ryc. 29). Poziom ekspresji MAP2 komorek hodowanych
zgodnie z metodyka 3 i metodyka 4 byl mniejszy od poziomu obserwowanego dla
monocytow (p < 0,05). Dla komorek hodowanych zgodnie z metodyka 1 i metodyka 2,
nie wykryto ekspresji MAP2. Nie wykryto réwniez ekspresji dla genow ASCLI i
TUBB3 dla wszystkich analizowanych komoérek. Przeciwnie ekspresja genu CD14 dla
KIM3 wzrosta do poziomu porownywalnego dla monocytow i byta istotnie wyzsza (p <
0,05) od poziomu ekspresji dla KIM4.
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4.6.5. Zestawienie ekspresji poszczegélnych genow na wszystkich etapach
przeprowadzonych metodyk transdyferencjacji monocytow, w komérki
neuronalne

Zaobserwowano, ze ekspresja genéw neuronalnych wzrastata wraz z postgpem
przeprowadzania metodyki 3 i metodyki 4 oraz osiggnela najwyzszy poziom dla
komorek indukowanych metodyka 3 (Ryc. 30). Przeciwnie, dla komoérek indukowanych
metodyka 1 1 metodyka 2 poziom ekspresji gendow neuronalnych ulegatl zmniejszeniu.
W przypadku genu CD14 najwyzszy poziom ekspresji zostal wykryty po hodowli w
MN dla KIM3. Dodatkowo zaobserwowano, ze najnizszy poziom ekspresji CD14
odnotowano dla KIM1 i KIM2 na tych samych etapach transdyferencjacji, na ktorych

wykazywaty najnizszy poziom ekspresji genow neuronalnych.
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5. Dyskusja

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy tez
Huntingtona istotnie redukuja jako$¢ zycia pacjentdw, poprzez zaburzenia funkcji
poznawczych i motorycznych [91]. Pomimo ciagle prowadzonych badan w obszarze
neurologii, opcje terapeutyczne dla pacjentow ograniczone sg gtownie do terapii
tagodzacych objawy choroby. Przyczyng wystepowania trudno$ci w opracowaniu
nowych strategii terapeutycznych jest m.in. ograniczona zdolnos$¢ regeneracji dorostego
moézgu, w wyniku czego wigkszo$¢ uszkodzen tej struktury jest nieodwracalna.
Dodatkowo przyczynia si¢ to do trudnosci w pozyskiwaniu funkcjonalnych neuronow,
ktore mogg by¢ wykorzystywane w badaniach laboratoryjnych, w celu modelowania
chorob, w testach cytotoksycznosci produktow medycznych, czy tez jako bezposredni
material w terapii komorkowej [92, 93]. Uwzgledniajac przedstawione czynniki,
opracowanie nowego zrddla pozyskiwania komorek neuronalnych wydaje si¢ idealnym
rozwigzaniem dla istotnych ograniczen, jakimi obarczona jest wspoiczesna neurologia.

Jednym z obiecujgcych 1 innowacyjnych zrodet pozyskiwania komorek
neuronalnych jest zastosowanie procesu transdyferencjacji. Proces umozliwia
wytworzenie komoérek neuronalnych z innych, juz zrdznicowanych komorek, np. z
fibroblastow [94]. Poczatkowo w tym celu stosowano techniki modyfikacji
genetycznych, takich jak dostarczanie do komorek wyjsciowych czynnikow
transkrypcyjnych, czy tez mikroRNA. Opracowywane procedury umozliwialy
pozyskanie komorek neuronalnych z fibroblastow czy tez astrocytow [1, 34]. Natomiast
zastosowanie  wspomnianych  metod genetycznych ograniczalo  mozliwoS$ci
wykorzystania uzyskanych komoérek do warunkéw laboratoryjnych, ze wzgledu na
ryzyko powstania mutacji genetycznych. Rozwigzaniem tego problemu okazala sie
technika transdyferencjacji chemicznej, ktora umozliwia pozyskanie komorek
neuronalnych bezpieczniejszych do zastosowania w celach Kklinicznych. Proces
chemicznego transréznicowania indukowany jest poprzez wzbogacenie medium
hodowlanych koktajlem matych molekut. Ich dziatanie polega m.in. na indukcji
ekspresji genow neuronalnych i wyciszeniu ekspresji genow odpowiedzialnych za
genotyp komorek wyjsciowych. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze pelen mechanizm
dziatania SM w dalszym ciggu nie jest dobrze poznany [46, 95]. Wraz z
opracowywaniem kolejnych metodyk chemicznej transdyferencjacji zaobserwowano

istotne pod praktycznym aspektem atuty tej techniki. Jednym z nich jest nizszy koszt
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przeprowadzenia procedury, wynikajacy z braku koniecznosci stosowania dodatkowych
technik dostarczania czynnikow transkrypcyjnych czy mikroRNA do wngtrza komorek.
Kolejnym atutem jest latwos¢ wykonania procedury. Umozliwia to zastosowanie
metody transréznicowania przez szerszg grupe badaczy, ktorzy nie specjalizujg si¢ w
dziedzinie inzynierii komorkowej i genetycznej [96, 97]. Uwzgledniajac opisane cechy,
proces chemicznej transdyferencjacji wydaje si¢ idealnym ZzZrédlem pozyskiwania
komorek neuronalnych do celow badawczych, jak i klinicznych, dlatego opracowanie
efektywnej metodyki jest niezwykle istotne dla rozwoju obecnej neurologii.

Pomimo szeregu przeprowadzonych badan, metodyki transdyferencjacji
chemiczne] nie pozostaja pozbawione wad, takich jak umiarkowana wydajnos¢ czy
czasochtonno$¢. Dodatkowo wiekszo$¢ procedur, wykorzystuje jako komorki
wyjsciowe fibroblasty 1 astrocyty, ktoérych pozyskanie wymusza zastosowanie
inwazyjnych technik, takich jak biopsja [22, 24]. Ponadto zastosowanie wspomnianych
linii komorkowych wymaga wstepnego rozchodowania, aby osiggna¢ odpowiednig ilos¢
komorek do przeprowadzenia procesu transdyferencjacji, zwickszajgc czas i koszt calej
procedury. W odpowiedzi na ten problem Ninomiya i wsp. [27] opracowali metodyke
chemicznej transdyferencjacji, w ktorej stosunkowo tatwe do pozyskania komorki
zostaly przeksztatcone w komorki neuronalne w juz 3 dni. Komérkami wyjsciowymi w
ich pracy byly monocyty, czyli jednojadrzaste komoérki mieloidalne. Dzigki temu, ze
komorki krazag w krwiobiegu, sa tatwo pozyskiwane, poprzez standardowo
wykonywang procedur¢ pobrania krwi [98]. Stworzona metodyka wydaje si¢ bardzo
obiecujgca, ze wzgledu na krotki czas trwania, tatwos¢ pozyskiwania komorek
wyjéciowych oraz stosunkowo niski koszt przeprowadzenia procedury. Natomiast
uzyskane przez nich komorki nie wykazywaty cech dojrzatych neuronow. Dodatkowo
zespOl badawczy nie okre$lit, czy komorki utrzymuja swdj nowy genotyp bez
bezposredniego wptywu SM. Pomimo wad wystepujacych w pracy przeprowadzonej
przez Ninomiya i wsp., badanie dostarczyto nowych informacji na temat
transroznicowania neuronalnego monocytow, ktore stanowig zrodto inspiracji do
dalszego doskonalenia metodyki.

SM stosowane w mediach indukujacych 1 dojrzewajacych zostaly
wyselekcjonowane, tak, aby zastosowanie ich koktajli wykazywato duze
prawdopodobienstwo zajScia procesu transrdéznicowania. W tym celu uzyto
standardowo stosowanych modulatorow szlakow TGF-B, WNT, RAR, ROCK, cAMP i

HDAC oraz innych SM o potwierdzonym pozytywnym wplywie na proces
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transr6znicowania neuronalnego. Czas inkubacji rowniez okreslono wstgpnie W oparciu
o dostepne metodyki [24, 27, 85, 99-101], jednak ulegal on modyfikacji na podstawie
obserwacji morfologii komoérek w prowadzonej hodowli. Odpowiednie warunki
hodowlane dla komérek zapewniono réwniez, poprzez pokrycie ptytek poli-D-lizyng, w
celu zwigkszenia zdolnosci do proliferacji i utrzymania wyzszej zywotnosci komorek
[51].

Poréwnano miedzy sobg dwa media indukujgce. Mechanizm ich dziatania
bazowal na aktywacji szlaku WNT poprzez zastosowanie chir99021 i VPA, aktywacji
cAMP przez forskoling oraz inhibicji ROCK za pomocg Y-27632. Zaobserwowano, ze
czgsto w mediach indukujacych stosuje si¢ kilka SM, ktore zwigkszajg aktywnosc
szlaku WNT, poniewaz wykazujag one dzialanie synergiczne. Dlatego w medium
indukujgcym I, efekt aktywacji szlaku WNT byt dodatkowo zwigkszony przez RepSox i
dorsomorfing. Natomiast w medium indukujacym II wspomniany efekt byt zwickszony
przez A8301 i NaB [102]. Ponadto NaB, pehil funkcje neuroprotekcyjna, poprzez
modulacje ekspresji HO-1 i NOX4, zmniejszajac powstawanie reaktywnych form tlenu
(ROS — ang. reactive oxygen species) [103, 104]. Dodatkowo zastosowanie TTNPB w
MI II umozliwito sprawdzenie stymulujgcego wptywu bezposredniej aktywacji szlaku
RAR na transréznicowanie neuronalne monocytow.

W wyniku zastosowania medium indukujacego I uzyskano komorki o wyzszym
poziomie ekspresji genéw neuronalnych MAP i1 TUBB3 w poréwnaniu do komorek
indukowanych MI I. Natomiast poziom ekspresji genu ASCL1 byt wyzszy dla komorek
indukowanych IM I. Aktywacja genéw neuronalnych nie znalazta jednak
odzwierciedlania w translacji, poniewaz nie wykryto sygnatu dla markerow
neuronalnych podczas barwienia immunofluorescencyjnego. Sugeruje to, ze zachodzace
na tym etapie procesu transdyferencjacji zmiany, zachodzity na poziomie genetycznym.
Inicjacje procesu transréznicowania potwierdzita rowniez istotnie zmniejszona
ekspresja genu CD14, ktéra w normalnych warunkach wykazuje bardzo wysoki poziom
dla monocytow [26]. Pomimo obserwowanego spadku ekspresji, komorki pozostaty
CD14-pozytywne w barwieniu immunofluorescencyjnym. Uwzgledniajac poziomy
ekspresji badanych genow, indukcja procesu transdyferencjacji neuronalnej z
zastosowaniem MI Il wydaje si¢ bardziej efektywna. Zaobserwowana réznica moze
rowniez wskazywa¢ na stymulujacy efekt bezposredniej aktywacji szlaku RAR na
proces transr6znicowania monocytow. Dodatkowo wyzsza ekspresja genu ASCL1 —

markera wezesnych progenitorow neuronalnych [105, 106] dla komorek indukowanym
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MI I w poréwnaniu do komorek traktowanych MI Il wskazuje na rdznice wystepujace
w mechanizmie dzialania badanych koktajli matych molekut.

W celu przeprowadzenia komorek przez dalsze etapy procesu transréznicowania
zastosowano trzy formuly mediow dojrzewajacych. Czynnikami wspolnymi dla
wszystkich mediow byt dodatek chir99021, w ramach aktywacji szlaku WNT oraz
forskolina zwigkszajaca aktywno§¢ cAMP. Dodatkowo MD 1 bylo wzbogacone
inhibitorem ROCK (Y-27632) i innymi czynnikami aktywujagcymi WNT (RepSox,
dorsomorfina). Podobnie sktad MD III uzupeliono dodatkiem Y-27632, ale
wprowadzono réwniez czynnik bezposrednio aktywujacy szlak RAR (TTNPB),
egzogenny cAMP i A83-01 (aktywator szlaku WNT). Najmniejsza ilo§¢ dodatku SM
(chir99021, forskolina, dorsomorfina) zastosowano w MD Il. Mialo to na celu
sprawdzenie, czy wylgcznie aktywacja szlaku WNT i zwiekszona aktywnos$¢ cAMP
umozliwig pozyskanie dojrzatych neuronéw z monocytoéw. Na etapie dojrzewania
zrezygnowano z dodatkéw VPA i NaB, poniewaz odnotowano, ze wydtuzony czas ich
inkubacji z komorkami przyczynia si¢ do zwigkszenia $miertelnosci komorek [99].
Dodatkowo ze wzgledu na przechodzenie z metabolizmu glikolitycznego na wigkszy
metabolizm oksydacyjnej fosforylacji (OxPhos), w trakcie transr6znicowania,
konieczny byt dodatek innego antyoksydantu. Miato to na celu ochrone komorek przed
powstajacymi ROS, ktore indukujg apoptoze [24, 107]. W tym celu MD | i MD Il
wzbogacono dodatkiem witaminy C.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze metodyka 1 i metodyka 2
nie umozliwity efektywnego przeprowadzenia procesu transréznicowania. Stwierdzenie
zostalo sformowane opierajgc si¢ na wynikach analizy genetycznej. Poziom ekspresji
badanych gendéw neuronalnych byt poréwnywalny do ekspresji wystepujacej dla
monocytow. Zostato to rowniez potwierdzone na poziomie biatkowym. Nie wykryto
sygnaléw fluorescencyjnych dla badanych biatek neuronalnych. Bioragc pod uwage,
stosowane SM w mediach metodyki 1, mozna wywnioskowa¢, ze aktywacja szlaku
WNT, zwigkszona aktywno$¢ cAMP i inhibicja ROCK nie sa wystarczajace, aby
przeprowadzi¢ proces transroznicowania monocytow w neurony. Dodatkowo
potwierdza to nieefektywna transdyferencjacja przeprowadzona z zastosowaniem
metodyki 2, ktora réwniez w calo$ci bazowata na modulacji aktywnosci podanych
szlakow.

W wyniku przeprowadzenia transdyferencjacji z zastosowaniem metodyki 3 i

metodyki 4 udato si¢ uzyska¢ komorki z poziomem ekspresji TUBB3 zblizonym do
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kontroli pozytywnej (SH-SY5Y). Dodatkowo nowo pozyskany przez komorki genotyp,
zostal potwierdzony w barwieniu immunofluorescencyjnym, gdzie wykryto obecno$¢
biatka cytoszkieletu B-III tubuliny (TUJ1) i bialka zwigzanego z mikrotubulami 2
(MAP2). Ponadto stwierdzono, ze uzyskane neurony uformowaly synapsy, dzieki
wykryciu biatka synaptofizyny (SYP), wskazujac na dojrzaly charakter wytworzonych
komorek [108]. Biorac pod uwagg, ze zaro6wno dla metodyki 2 i metodyki 4 stosowano
to samo medium dojrzewajace (MD 1I), a przeprowadzenie tylko metodyki 4
umozliwito pozyskanie komorek neuronalnych, stwierdzono, ze bezposrednia aktywacja
szlaku RAR, jest niezwykle istotna w procesie indukcji transréznicowania monocytow
w komorki neuronalne i znaczaco wplywa na efektywnos¢ dalszej procedury.
Zaobserwowano, ze zachowanie TTNPB, dostarczenie egzogennego cAMP 1 inhibicja
ROCK w MD III umozliwita uzyskanie komorek o bardziej zdefiniowanym genotypie
neuronalnym, poniewaz wykazywaly najwyzszy poziom ekspresji badanych genow
neuronalnych. Ponadto nie zaobserwowano znacznych réznic w zywotnosci, pomiedzy
komorkami traktowanymi metodyka 3 i metodyka 4. Fakt umozliwia wywnioskowanie,
ze dodatek witaminy C nie wplywa istotnie na zywotno$¢ komoérek w trakcie procesu
transr6znicowania.

Pozbawienie pozyskanych w wyniku transdyferencjacji komorek neuronalnych
bezposredniego wptywu SM spowodowato drastyczne zmniejszenie poziomu ekspresji
badanych gendéw neuronalnych. Analogicznie nie zaobserwowano obecnosci TUJI 1
MAP2 w wyniku barwienia immunofluorescencyjnego, pomimo nieznacznych réznic w
morfologii komorek. Uzyskane wyniki moga $wiadczy¢ o niestabilno$ci nowego
genotypu pozyskanego przez indukowane komorki i ujawnia konieczno$¢ lepszego
poznania i zrozumienia mechanizmu zachodzenia transr6znicowania.

Reasumujgc, zarowno metodyka 3 i metodyka 4 umozliwita przeprowadzenie
procesu transdyferencjacji monocytow w komorki neuronalne TUJ1+ MAP2+, ktore
cechujg si¢ obecnoscig synaps. Obie procedury wymagaty 17 dni w celu indukcji
komoérek neuronalnych, plasujac si¢ w Srednim czasie potrzebnym na pozyskanie
neuronéw z innych komorek wyjsciowych z zastosowaniem SM [22, 24, 44, 45, 85].
Naklad finansowy potrzebny do przeprowadzenia tych procedur byl niewiele wyzszy
dla metodyki 3, ze wzgledu na wigksza ilos¢ stosowanych matych molekut przez caty
okres eksperymentu. Bioragc jednak pod uwage genotyp, metodyka 3 umozliwita
otrzymanie komorek o lepiej zdefiniowanych cechach neuronalnych (wyzszy poziom

ekspresji TUBB3, MAP2 i ASCL1), czynigc ja bardziej efektywna. Dodatkowo
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przeprowadzona analiza ujawnia istotny wptyw TTNPB (analogu RA) na efektywnos¢
procesu transréznicowania monocytow. Stwierdzony efekt byt juz obserwowany w
procesie neuronalnego réznicowania komorek macierzystych [109-111]. W dalszych
postepach nad opracowaniem optymalnej metodyki transdyferencjacji monocytow w
neurony nalezy poszerzy¢ badanie o okreslenie funkcjonalnosci pozyskiwanych
komorek. Dodatkowo, w celu zwigkszenia stabilno$ci nowo pozyskanego genotypu
warto przetestowa¢ inne inhibitory HDAC, np. worinostat czy trichostatyng A, oraz
inhibitory metylacji DNA, takie jak zebularina i RG108.

Uzyskane wyniki wykazuja, ze najbardziej optymalng procedurg
transdyferencjacji monocytow w neurony jest opracowana metodyka 3. Sktadala si¢ ona
z etapu indukcji, podczas ktorego monocyty traktowane byty koktajlem matych molekut
indukujacych szlak WNT (chir99021, A83-01, NaB), cAMP (forskolina) i RAR
(TTNPB) oraz zmniejszajacych aktywnos¢ ROCK (Y-27632) i HDAC (VPA).
Nastepnie medium zastalo wymienione na medium dojrzewajace, ktore wcigz
stymulowato proces réznicowania, jednak dostarczalo dodatkowych czynnikow
neuroprotekcyjnych (cAMP, witamina C) 1 umozliwiajagcych formowanie synaps (Y-
27632) oraz zostalo pozbawione SM, ktore moglyby zwigkszy¢ $miertelnos¢ komorek
(VPA i NaB). Jest to jedna z niewielu opracowanych metodyk neuronalnego
transroznicowania monocytow.

Dodatkowo przeprowadzone analizy umozliwily po raz pierwszy stwierdzenie,
ze aktywacja bezposrednia szlaku RAR istotnie zwigksza efektywnos$¢ indukcji
neuronalnej transdyferencjacji monocytow i umozliwia pozyskanie komoérek o lepiej

zdefiniowanym genotypie neuronalnym.
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6. Wnioski

Niniejsza praca umozliwita opracowanie metodyki przeprowadzenia procesu
transdyferencjacji monocytdow w neurony z zastosowaniem koktajli matych molekut
sktadajacych sie z chir99021, forskoliny, Y-27632, VPA, A83-01, TTNPB, NaB, CAMP
i witaminy C.

Ponadto okres$lono szczegdlng warto$¢ bezposredniej aktywacji szlaku RAR
jako niezbednego elementu do efektywnego zajscia neuronalnej transdyferencjacji

monocytow.
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8. Streszczenie

Jedng z glownych przyczyn wystgpowania niepetnosprawnosci sa choroby
neurodegeneracyjne, takie jak choroba Parkinsona, Alzheimera czy tez choroba
Huntingtona. Pomimo prowadzonych badan opcje terapeutyczne dla danej grupy
schorzen nadal sg ograniczone do leczenia objawowego, a sam mechanizm choroby nie
jest dobrze poznany. Przyczyna tych limitacji jest m.in. ograniczona zdolno$¢ mézgu do
regeneracji, prowadzaca rowniez do braku dostepnos$ci komoérek neuronalnych, ktore
moga by¢ wykorzystywane w celach badawczych 1 w terapiach komorkowych.
Idealnym rozwigzaniem tego problemu wydaje si¢ opracowanie nowej techniki
pozyskiwania komorek neuronalnych. W tym celu naukowcy stworzyli procedure
neuronalnej transdyferencjacji, ktora umozliwia pozyskiwanie neuronéw z innych
komorek somatycznych, takich jak fibroblasty. Do tej pory opracowano wiele metodyk
przeprowadzania transroznicowania, jednak ich efektywnos$¢, czasochtonno$é i
inwazyjne techniki pozyskiwania komorek somatycznych pozostawiajg pole do
udoskonalenia i ograniczajg zastosowanie ich w warunkach klinicznych. Ponadto
mechanizm procedury pozostaje nie w pelni wyjasniony 1 wymaga lepszego
zrozumienia.

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie efektywnosci, kosztu 1 czasu
potrzebnego do przeprowadzenia chemicznej transdyferencjacji monocytow w neurony
oraz opracowanie na tej podstawie nowej, optymalnej procedury.

Monocyty uzyte w badaniu zostaty wyizolowane z kozuszkéw leukocytarno-
ptytkowych przy uzyciu kuleczek magnetycznych, a ich fenotypowania dokonano z
zastosowaniem cytometrii przeplywowej. W celu przeprowadzenia neuronalnej
transdyferencjacji  komoérki  zostaly wysiane w  8-komorowych  szkietkach
podstawowych 1 inkubowane w medium indukujagcym I przez 6 dni lub w medium
indukujacym II przez 7 dni. Nastgpnie medium zostalo wymienione na medium
dojrzewajace I, medium dojrzewajace II lub medium dojrzewajace III w zaleznosci od
testowanej metodyki. Komoérki byly inkubowane przez 10 dni, po czym
przeprowadzono tygodniowa inkubacj¢ indukowanych komorek w medium
pozbawionym dodatku matych molekul. Komoérki zostaty scharakteryzowane przy
uzyciu przeciwciat dla MAP2, TUJI, ASCLI i CD14 w barwieniu

immunofluorescencyjnym. Ponadto relatywny poziom ekspresji genow MAP2, TUBB3,
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ASCL1 i CD14 zostat okreslony z zastosowaniem RT-qPCR. Morfologia komdrek byta
obserwowana kazdego dnia eksperymentu.

Po 17 dniach inkubacji monocytéw w mediach opracowanych dla metodyki 3
pozyskano neuronalne komorki TUJI® MAP2" SYP'. Relatywny poziom ekspresji
geno6w neuronalnych MAP2 i TUBB3 rowniez byt zwigkszony i byt pordownywalny do
poziomu obserwowanego dla komoérek SH-SY5Y — kontroli pozytywnej. Stosowane
media zawieraly dodatek nastgpujacych matych molekul: chir99021, forskolina, Y-
27632, VPA, A83-01, TTNPB, NaB, cAMP i witamina C. Podobnie stosujac metodyke
4 réwniez uzyskano TUJ1® MAP2" SYP* komoérki neuronalne w 17 dni, jednak
wykazywaly nizszy poziom ekspresji genoOw neuronalnych, w poréwnaniu do komorek
indukowanych metodyka 3. Media stosowane w metodyce 4 byly wzbogacone
nastepujagcymi matymi molekutami: chir99021, forskolina, Y-27632, VPA, A83-01,
TTNPB, NaB, dorsomorfina. Nie zaobserwowano komorek neuronalnych w
eksperymencie przeprowadzonym wedtug metodyki 1 i metodyki 2. Po tygodniowej
inkubacji indukowanych komoérek neuronalnych w medium pozbawionym dodatku
matych molekut, poziom ekspresji badanych gendéw neuronalnych ulegl znacznemu
zmniejszeniu badz przestat by¢ wykrywany. Podobnie nie wykryto sygnalow
fluorescencyjnych dla MAP2 i TUJ1.

Uzyskane wyniki wykazuja, ze zastosowanie mediow hodowlanych
wzbogaconych nastepujgcymi matymi molekutami: chir99021, forskolina, Y-27632,
VPA, A83-01, TTNPB, NaB, cAMP i witamina C, umozliwia przeprowadzenie
transdyferencjacji monocytow w neurony w 17 dni. Ponadto zaprezentowane wyniki
wskazujg na istotng role szlaku RAR w procesie neuronalnej transdyferencjacji

monocytow.
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9. Summary

One of the main cause of disability are neurodegenerative diseases, such as
Parkinson, Alzheimer or Huntington. Despite continuously conducted research the
therapeutic options for those conditions are still limited to the symptomatic treatments
and the disease mechanism is still not well known. The cause for those limitations is
based on the restricted regenerative capability of brain, which leads to shortage of
neuronal cells for research purpose and cell based therapeutic strategies. The perfect
solution for this issue seems to be the development of new source for neuronal cells. For
this purpose, researchers create the procedure of neuronal transdifferentiation, which
enable obtaining neurons from other somatic cells, such as fibroblast. Numerous of
transdifferentiation methodologies has been designed till now, however their low
efficiency, time consuming and invasive techniques of obtaining somatic cells still leave
room for improvement and disqualification them for use in clinical studies. Moreover,
the mechanism of this procedure is still not well known and needs better understanding.

The aim of this study was to compare the efficiency, cost and time for
conducting the chemical transdifferentiation of monocytes into neurons and based on
that develop a new, optimal procedure.

Monocytes used it his study were isolated from buffy coats using magnetic
beads and phenotyped by flow cytometry. To conduct the procedure of neuronal
transdifferentiation cells were seeded in 8-well slide chambers and incubated in
induction medium | for 6 days or induction medium 1l for 7 days. Then the cell medium
was exchange for maturation medium I, maturation medium Il or maturation medium 111
depending on the tested methodology. Cells were incubated for 10 days, which was
followed by a weeklong incubation of induced cells in medium with no small
molecules. Cells were characterized using antibodies for MAP2, TUJ1, SYP, ASCL1
and CD14 in immunofluorescence staining. Moreover, the MAP2, TUBB3, ASCL1 and
CD14 genes relative expression levels were estimated using RT-qPCR. The morphology
of cells in culture was observed every day.

After 17 days of monocytes incubation in mediums developed for methodology
no 3, the TUJL" MAP2* SYP" neuronal cells were obtained. The relative expression
levels for main neuronal genes MAP2, TUBB3 were also upregulated and reached the
comparative levels to those observed for SH-SY5Y — positive control. The mediums

were enriched with the following small molecules: chir99021, forskolin, Y-27632,
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VPA, A83-01, TTNPB, NaB, cAMP and vitamin C. Similarly using the methodology
no 4 TUJ1+ MAP2+ SYP+ neuronal cells were also obtained in 17 days, however
induced neuronal cells did not exhibit as high levels of neuronal genes expression, as
those obtained using methodology no 3. The mediums used in methodology no 4
contained following small molecules: chir99021, forskolin, Y-27632, VPA, A83-01,
TTNPB, NaB, dorsomorphin. No neuronal cells were obtained using methodology no 1
and no 2. After a weeklong incubation of induced neuronal cells in medium with no
small molecules, the expression of neuronal genes were significantly lower or
undetected. Similarly, no fluorescence signal was detected for MAP or TUJ1.

The result indicates that the using of mediums enhanced with following small
molecules: chir99021, forskolin, Y-27632, VPA, A83-01, TTNPB, NaB, cAMP and
vitamin C is capable to transdifferentiate monocytes into neurons in 17 days. Moreover,
it also enhance the essential role of RAR signaling in monocyte neuronal

transdifferentiation.
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12. Suplement

Tab. S1. Czystos¢ wyizolowanej populacji komorek

Monocyty | Monocyty | Monocyty | Monocyty Inne
Lp. | Komorki / mL CD45+ CD14 ++ | CD14 ++ CD14+ komorki
CD14+ CD16 - CD16 + CD16 ++ | CD45+
1 990 000 3,24 % 3,23 % 0 % 0,01 % 0,2 %
2 945 000 9% 9% 0% 0% 0,77 %
3 1 630 000 6,07 % 6,06 % 0 % 0,01 % 0,53 %
4 1 405 000 9,91 % 9,87% 0% 0,04 % 1,99 %
5 1 330 000 12,87 % 12,80% | 0% 0,07 % 2,42 %
6 710 000 8,41 % 8,34 % 0 % 0,07 % 1,28 %
7 1475 000 3% 2,99 % 0% 0,01 % 0,36 %
8 1 670 000 4,26 % 4,25 % 0 % 0,01 % 0,4 %
9 1 845 000 1,81 % 1, 81% 0% 0% 0,19 %
10 | 1480 000 3,83 % 3,83 % 0 % 0 % 0,38 %
11 | 505 000 0,97 % 0,97 % 0% 0% 0,18 %
12 1615000 0,73 % 0,72 % 0% 0,01 % 0,11 %
13 | 785000 2,26 % 2,25 % 0 % 0,01 % 0,13 %

*Podane dane stanowig odsetek catej populacji wyizolowanych komorek;

MAP2 TUJ1 ASCL1 CD14

Ryc. S1. Wyznaczenie przeciwcial neuronalnych i CD14 na komdérkach kontroli
pozytywnej — SH-SY5Y
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