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Streszczenie

Summary

Modele neuropoezy pozwalajg okreslac, na jakim etapie roznicowania znajdujg si¢ komorki neuralne. Modele
te oddaja stan naszej wiedzy o neuropoezie, niemniej majg rowniez znaczenie praktyczne. Stwierdzenie w wa-
runkach in vitro, czy neuralne komorki macierzyste roznicujg si¢ do progenitorow neuronalnych, astrocytar-
nych czy oligodendrocytarnych, jest bardzo wazne dla transplantologdw komorkowych. Wydaje si¢ bowiem,
ze stosowanie wiasnie progenitorow, a nie komorek w petni zroznicowanych czy komorek macierzystych, daje
transplantologom najwicksze szanse na sukces terapeutyczny — komorki macierzyste moga wybrac szlak roz-
nicowania inny niz planowany przez transplantologa, natomiast komorki dojrzate, takie jak np. neurony, nie
sa odporne na zmiany Srodowiska. Ustalenie, z jakim progenitorem mamy do czynienia, wymaga obecnie
okreslenia ekspresji markerow uznawanych za specyficzne dla danych komorek. Badania prowadzone od kilku
lat Badania prowadzone od kilku lat pokazujg jednak, iz w przypadku wielu markerow taka strategia nie jest
wlaSciwa. Dla przyktadu, bialko GFAP uznawane do niedawna za marker astrocytow ulega ekspresji takze
w niektorych nerwowych komorkach macierzystych. Odkrycie to prowadzi do powaznego zametu w sposobie
definiowania komorek. Ponadto wyniki badan zespotu, do ktérego nalezy autor niniejszej publikacji, wska-
zuja, ze komorki macierzyste mogg wykazywac koekspresje markerow komorek glejowych i neuronalnych.
Dla modelu neuropoezy skonstruowanego w oparciu o tego typu wyniki zaproponowano nazwe: ,,model
supresji niespojnych fenotypow™.

SEOWA KLUCZOWE: neuropoeza, neuralne komorki macierzyste, supresja niespojnych fenotypow, astro-
Cyty, ncurony
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Models of neuropoiesis make it possible to determine at what stage of differentiation are neuronal cells. These
models reflect our current knowledge about neuropoiesis, but they have also practical significance. In vitro
determination whether neuronal stem cells differentiate to neuronal, astrocytic or oligodendrocytic progeni-
tors is of utmost importance for cellular transplantologists. It seems that the use of progenitor cells and not
fully differentiated cells or stem cells provides transplantologists with the greatest chance for therapeutic suc-
cess: stem cells may choose a differentiation pathway other than planned by transplantologist, while mature cell,
e.g. neurons, are quite sensitive to environmental changes. Determination of the progenitor type currently
requires screening of expression of markers recognized as specific for particular cell type. Studies conducted
for several years indicate that in the case of many markers this strategy 1s not appropriate. For example, the
GFAP protein considered until recently a specific marker of astrocytes is also expressed in some neuronal stem
cells. This discovery has led to a considerable chaos in the way cells are being defined. Furthermore, results
of studies of the team where the author of this publication belongs indicate that stem cells may show coex-
pression of glial and neuronal markers. For the neuropoiesis model constructed upon this kind of data, a name
“model of suppression of discordant phenotypes™ has been proposed.

KEY WORDS: neuropoiesis, neural stem cells, suppression of discordant phenotypes, astrocytes, neurons
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europoez¢ przedstawia si¢ za pomocg ,,neuro-
Npoelycznych“ modeli roznicowania. Istnieje wie-

le takich modeli. Roznice miedzy nimi nie doty-
cza jednak fundamentalnego zatozenia, w mysl ktorego
neuropoeza, podobnie jak hematopoeza, zachodzi dzie-
ki asymetrycznym podziatlom multipotencjalnej komorki
pnia na komorki nalezgce do odpowiednich linii di- lub
unipotencjalnych"”. W przypadku neuropoezy sa to: li-
nia glejowa 1 neuronalna. Linia glejowa (dipotencjalna)
ulega nast¢pnie rozdzieleniu na lini¢ szeregu astrocytar-
nego 1 lini¢ szeregu oligodendrocytarnego®. Schematy
rOznicowania przypominajg wiec drzewo (rys. 1), w kto-
rym komorka macierzysta o najwigkszym potencjale sta-
nowi pien, linie — galezie, a punkty rozwidlenia — wezly.
Modele, w ktorych przedstawia si¢ tego typu zaleznosci
mi¢dzy komorkami macierzystymi a komorkami zrozni-
cowanymi, nazywa si¢ hierarchicznymi. Klasyczne, hie-
rarchiczne modele neuropoezy sugeruja, ze w trakcie
roznicowania pojawiajg si¢ biatka komorek wyspecjali-
zowanych (GFAP, astrocyty, B-1II-tubulina, komorki neu-
ronalne, MBP - oligodendrocyty) i zanikaja biatka ko-
morek niewyspecjalizowanych (nestyna, sox-2).
Zgodnie z tymi modelami komorki NSC (ang. neural
stem cells, nerwowe komoOrki macierzyste) wykazuja po-
czatkowo ekspresje nestyny 1 sox-2. W pierwszym etapie
neuropoezy komorki NSC ulegaja przeobrazeniu do
prekursora neuronalnego 1 glejowego — GRP (ang. glial
restricted precursor). Prekursory to komorki, ktore sg za-
dedykowane (ang. committed) do rdznicowania si¢ w kie-
runku wybranych komorek wyspecjalizowanych. Mozna
powiedziec, ze prekursory to komorki ,,zareczone” okre-
Slonym liniom. W Swietle klasycznych modeli bardzo
trudno (o 1le to w ogole mozliwe) zmieni¢ ich przezna-
czenie. Prekursor neuronalny mozna rozpoznac na pod-
stawie ekspresji B-111-tubuliny i braku ekspres;ji biatka
NeuN (NeuN pojawia si¢ w neuronach). Prekursory gle-
Jjowe GRP wykazujg ekspresje A2B5 i nestyny. Glejowe
prekursory ulegajg bifurkacji do prekursoréw astrocytar-
nych 1 oligodendrocytarnych. Prekursory oligodendro-
cytow wykazujg ekspresje antygenu A2BS, PDGFRo
(ang. platelet-derived growth factor alpha receptor), nesty-
ny 1oligl/2. Prekursory astrocytow syntetyzuja nestyne,
CD44, a zarazem inicjujq synteze GEAP. Dojrzewajace
oligodendrocyty charakteryzuje obecnos¢ PDGFRa, O4
(antygen 4 oligodendrocytow) i GalC (galaktocerebro-
zyd). Natomiast dojrzate oligodendrocyty wykazuja eks-
presj¢ takich biatek, jak CNP (fosfodiesteraza cyklicznych
nukleotydow) i MBP (zasadowe biatko mieliny). Dla od-
r0znienia, dojrzale astrocyty to komorki wykazujace eks-
presje GFAP 1 biatka S100-B. W trakcie ostatecznego
roznicowania prekursorow neuronalnych obserwuie sic
utrate B-1II-tubuliny i pozyskanie na przyktad neurofila-
mentow NF-160. Wraz z kolejnymi etapami réznicowa-
Nia neuronalnego pojawiaja sie takie biatka, jak hydro-
ksylaza tyrozynowa — TH, dekarboksylaza glutaminianu
~GADG5 (ang. glutamic acid decarboxylase 65) czy trans-
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porter dopaminy — DAT (ang. dopamine transporter).
Biatka te petnig funkcje w wybranych typach neuronow,
np. I'H w neuronach syntetyzujacych katecholaminy,
GADG65 w neuronach produkujacych GABA. Ten przy-
ktadowy model zostat stworzony na podstawie wybra-
nych artykutow odnoszacych si¢ do neuropoezy"”~.

Jak juz wspomniano, tworzac modele neuropoezy, opie-
rano si¢ cz¢sto na zalozeniu, ze proces ten przebiega we-
diug zasad obowigzujacych w ogdlnym hierarchicznym
modelu hematopoezy. Odwolywano si¢ takze do tzw.
~-modeli instrukcyjnych” albo ,,indukcyjnych” hemato-
poezy (ang. instructive model, inductive model). Poszuki-
wano czynnikow wzrostu, ktore zdeterminowalyby losy
roznicujgcych sie nerwowych komorek pnia, narzuca-
jac im niejako kierunek roznicowania®”. Dla przykladu,
w prezentowanym tu modelu rol¢ takg mogtby odegrac
PDGFa, skierowujac komorki GRP na droge roznicowa-
nia do oligodendrocytow"®. Wspomnie€ tu jednak nalezy,
ze hierarchiczny model hematopoezy jest obecnie kwe-
stionowany przez hematologow”". W hematologii do-
minujg raczej zwolennicy modelu stochastycznego, w kto-
rym przyjmuyje si¢, ze czynniki wzrostu nie determinuja
losu roznicujgcych sig¢ komorek, a jedynie je selekcjonuja
—umozliwiajg przetrwanie komorkom, ktorych los w trak-
cie roznicowania zostal juz wezeSniej przesadzony. Mo-
del stochastyczny jest czgsto postrzegany jako niespojny

Rys. 1. Klasyczny, hierarchiczny model neuropoezy. Figu-
ry geometryczne oznaczajq markery linii komorek
ukladu nerwowego. Markery komaorek dojrzalych
pojawiajq sie w komorkach zadedykowanych (ang.
committed) i pozostajg w komorkach w petni zroz-
nicowanych. Symbolizujq je tu: pieciokqt, kwadrat
[ 0krqg. Komorki te nie posiadajq markerow komo-
rek niedojrzatych, na schemacie symbolizuje tego
typu markery trojkqt. Zmiany wielkosci figur geo-
metrycznych symbolizujq zmiany poziomu ekspre-
sji markerow. NSC — nerwowa (neuralna) komorka
macierzysta (ang. neural stem cell); GRP — prekur-
sor linii glejowej (ang. glial restricted precursor);
neuro — linia neuronalna; astro — linia astrocytarna;
oligo — linia oligodendrocytarna
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7z modelem hierarchicznym""'*, Tym bardziej wigc proby
zapozyczania — na przyktad do modeli neuropoetycznych
— niektorych rozwigzan, ktore postuzyly do stworzenia
hierarchicznego modelu hematopoezy, mogg okazac si¢
intelektualnym naduzyciem. Klasyczny (tradycyjny), hie-
rarchiczny model neuropoezy zostal zakwestionowany
przez autorOw badan, w ktorych dowiedli oni 1stnienia
nerwowych komorek pnia wykazujacych koekspresje
GFAP 1 nestyny®'*'”. Biatko GFAP uznawane jest po-
wszechnie za wysoce swoisty marker astrocytow. Feno-
typ GFAP+, nestyna+ trudno wkomponowac¢ w model,
w ktorym zaktada si¢ sekwencyjng zamiang bialek ko-
morek niezroznicowanych na biatka komorek dojrza-
Iych. Obserwujac ekspresje nestyny w GFAP-pozytyw-
nych neuralnych komorkach macierzystych, mozna by
raczej twierdziC, ze rOznicowanie astrocytarne umozli-
wiaja utrata ekspresji nestyny i zachowanie GFAP, a nie
utrata nestyny 1 pozyskanie GFAP.

Ostatnio zaproponowano alternatywny model roznico-
wania neuralnego"?. Odkryto bowiem komorki o cechach
nerwowych (neuralnych) komorek pnia, wykazujace ko-
ekspresje B-111-tubuliny, GFAP, nestyny. Komorki te okre-
Slono mianem ,,NSC” (ang. neural stem cells), opierajac
sic przede wszystkim na fakcie, ze dokonano udanego
ich roznicowania do komorek astrocytarnych, komorek
neuronalnych linit GABA-ergicznej 1 katecholaminergicz-
nej, a takze komorek oligodendrocytarnych.

Koekspresji B-I1I-tubuliny, nestyny i GFAP w komorkach
macierzystych nie mozna wyttumaczyC, opierajac si¢ na
tradycyjnych modelach neuropoezy, takich jak np. za-
prezentowany w pracy Kimelberga"™. Zaobserwowano
bowiem, iz linia astrocytarna powstawata przy zachowa-
niu ekspresji GFAP 1 wyeliminowaniu ekspresji $-111-tu-
buliny. Z kolei wytworzenie linii neuronalnej mozliwe
byto dzigki zwigkszeniu poziomu B-111-tubuliny 1 wy-
eliminowaniu ekspresji GFAP (rys. 2). Nie mozna wigc
w tym przypadku mowic o utracie ekspresji markerow
komorek niezroznicowanych i pojawieniu si¢ markerow
komorek wyspecjalizowanych.

Kierunek roznicowania komorek wykazujacych koekspre-
sjc GFAP 1 nestyny, jak rowniez kierunek roznicowania
komorek wykazujacych koekspresje B-111-tubuliny 1 ne-
styny okreslono, przeprowadzajac kolejne analizy immu-
nocytochemiczne. Stwierdzono, ze wiekszoSC komorek
B-111-tubulinoimmunopozytywnych przeobraza si¢ w ko-
morki produkujgce gtownie GABA 1 znacznie mniejsza
grupe, wykazujaca wysokg ekspresje hydroksylazy tyro-
zynowej. Zaobserwowano takze pojawianie si¢ komorek
wykazujacych ekspresje GFAP 1 posiadajacych typowa
morfologi¢ astrocytarng po utracie ekspresji nestyny.
Rowniez dojrzewaniu komorek o morfologii neuronalne;
towarzyszyt zanik ekspresji nestyny, z tym ze w przy-
padku komorek linii neuronalnej typowe dla neuronow
zmiany morfologiczne pojawily si¢ jeszcze przed zani-
kiem ekspresji nestyny. Wyniki te stanowily potwierdze-
nie hipotezy, wedtug ktorej komorki o fenotypie B-111-tu-

bulina+, nestyna+ przeobrazajg si¢ w dalszych etapach
roznicowania w neurony, a komorki o fenotypie GFAP+,
nestyna+ — w astrocyty.

W oparciu o wyzej przytoczone wyniki zespol, do kto-
rego nalezy autor artykutu, zaproponowat nowy model
neuropoezy"®. Model ten nazwano ,,modelem supresji
niespojnych fenotypow” (rys. 2, 3). W jego ramach przy-
jeto, ze roznicowanie neuralne opiera si¢ na eliminacj
bialek zbednych 1 pozostawieniu (a nie nabywaniu) bia-
fek uzytecznych w danej linii komorkowe). Hematolodzy
podobne rozwazania prowadzg juz od pewnego czasu.
Autorzy badan nad hematopoezg juz dawno wskazy-
wali na mozliwos¢ ekspresji bialek komorek dojrzatych
w hematopoetycznych komorkach pnia"”. Na problem
porzadkowania zwrocili tez uwage Egusa 1 wsp., opisujac
neuronalne roznicowanie komorek stromalnych szpiku.
Zdaniem badaczy ich wyniki dowodzg supresji niespoj-
nych fenotypow (w oryginale suppression of discordant
phenotypes) w rOznicujgcych si¢ komorkach macierzy-
stych dorostych poprzez wyciszanie zbytecznych (nad-
miarowych) grup genow (w oryginale silencing of super-
fluous gene clusters)®. Nazwa proponowanego tu modelu
alternatywnego wobec klasycznego, hierarchicznego mo-
delu neuropoezy zostata wiec niejako zapozyczona z pra-
cy Egusy i wsp. Juz w roku 2004 Zipori w swoim artyku-
le w ,,Nature Reviews. Genetics” stwierdzat, ze obserwacie

Rys. 2. Modyfikacja klasycznego modelu neuropoezy (po-
rownaj z rys. 1). Model supresji niespdjnych feno-
typow. Komorka pnia dokonuje ekspresji markera
komorek linii neuronalnej (pieciokqt — B-111-tubu-
lina) i astrocytarnej (kwadrat — GFAP), a takze ko-
morek niedojrzalych (trojkqt — nestyna). Komorki
roznicujqcee sie tracq nestyne i odpowiednio B-111-tu-
buline lub GFAP. Wielkos¢ figur geometrycznych
reprezentuje poziom ekspresji bialek obserwowany
w badaniach wiasnych. NSC — nerwowa (neuralna)
komorka macierzysta (ang. neural stem cell); neu-
ro — linia neuronalna; astro — linia astrocytarna.
Poniewaz dotychczas prowadzone badania wlasne
nad liniq oligodendrocytarng nie pozwalajq stwier-
dzic, czy powstaje ona w zgodzie z modelem hierar-
chicznym czy niehierarchicznym (stochastycznym),
nie umieszczamy tutaj tej linii
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poczynione przez nas w odniesieniu do NSC moga miec
zastosowanie do komorek macierzystych w ogole, to zna-
czy 7€ im wyzszy jest potencjal roznicowania komorki,
tym szerszy panel genow ulega w takich komorkach
ekspresji®’. Niestety, w dalszym ciggu w wielu labora-
toriach neurologicznych poglady tego typu nie sq ak-
ceptowane, mimo 1z coraz wigksza liczba zespolOw na-
ukowych analizujgcych neuralne komorki macierzyste
donosi o i1stnieniu komorek dokonujacych jednoczesne;
ekspresji markeroOw neuronalnych 1 astrocytarnych. Po-
pularyzowany jest nawet termin ,asteron”, odnoszacy
sic do komorki, ktora dokonuje koekspresji biatek neu-
ronalnych 1 astrocytarnych. Komorke takg postrzega si¢
jednak jako znajdujaca si¢ w stanie pewnego rodzaju
_biologicznej schizofrenii” 1 sugeruje si¢, ze jest to stan
przejSciowy, ktory mozna obserwowac tylko w warun-
kach in vitro***”. Najwyrazniej dla wielu neurologow nie
do pomyslenia jest rozpatrywanie koekspresji markerow
neuronalnych 1 astrocytarnych jako konsekwencji pro-
cesu fizjologicznego, co proponuje si¢ w modelu supre-
sji niespojnych fenotypow. Pokazuje to jednoczesnie, ze
zaproponowanie tego modelu wymagato wyjScia poza
utarte schematy myslenia.

Nowy model jest oczywiscie kontrowersyjny, musimy jed-
nak pamietac, ze istnienie GFAP-pozytywnych nerwo-
wych komorek macierzystych udowodniono ponad wszel-
ka watpliwoSc zarowno w warunkach in vitro, jak 1 in
vivo™ . ByC moze niedtugo nikogo nie bedzie dziwito ist-
nienie neuralnych komorek macierzystych (czylh takich,
ktore mozna roznicowac do neurondw, astrocytow i oli-
godendrocytow), dokonujacych takze ekspresji B-111-tu-
buliny. Niemniej jednak zanim 6w model zaakceptuje-
my, musimy sobie odpowiedzieC na szereg pytan. Czy
proponowany model bedzie oznaczat, ze komorka ma-

NSC

/\ B GFAP

= B-1II-TUBULINA
\\ NESTYNA
L\NEURO / \ ASTRO

O

—1

¥

Rys. 3. Model analogiczny do modelu z rys. 2, ale uwzgled-
niajqcy zmiany morfologiczne obserwowane w trak-
cie roznicowania przeprowadzonego przez Rieske
l‘ W Sp (18)
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cierzysta moze jednoczeSnie produkowac na niskim po-
ziomie rOzne neurotransmitery 1 na przyklad MBP (ang.
myelin basic protein — zasadowe biatko mieliny)? Jak wie-
le markerow roznych linii komorkowych moze jednocze-
Snie produkowac nerwowa komorka macierzysta? W jaki
sposOb komorka ta radzi sobie z obecnoScig tak rozma-
itych molekut petnigcych przeciez bardzo rozne funkcje?
Czy oznacza to chaos wewnatrzkomorkowy?

Poza czysto poznawczym istnieje tez aspekt praktyczny
prowadzonych w zwigzku z prezentowanymi tu wyni-
kami dzialan — badacze pragng przede wszystkim udo-
skonali¢ procedury transplantacyjne. Zjawiska obser-
wowane w warunkach in vifro moga nie byC tozsame
Z procesami przebiegajacymi in vivo, ale to wiasnie w wa-
runkach in vifro, a nie in vivo dokonywane b¢dg zabiegi
zmierzajace do otrzymania wymaganych przez trans-
plantologow komorek. Innymi stowy model zapropo-
nowany przez laboratorium Krynskiej 1 Aziziego moze
mieC znaczenie biotechnologiczne, a nie fizjologiczne,
niemniej ciggle pozostanie wartosciowy dla transplan-
tologdw. Wyniki prezentowanych badan pokazuja, jak
bardzo mylaca moze byC ocena potencjatu roznicowania
komorek w oparciu o okreSlenie w warunkach in vitro,
ale rowniez in vivo ekspresji okreslonych markerow trak-
towanych dotad jako swoiste. Ocena pojedynczego mar-
kera, czy to GFAP, czy B-IlI-tubuliny, w odniesieniu do
prezentowanych tutaj NSC prowadzitaby do biednych
wnioskow. Badanie ekspresji wylacznie GFAP sugerowa-
foby, ze mamy do czynienia z prekursorami astrocytow
albo wrecz astrocytami; notabene firma Cambrex, do-

Rys. 4. Powyzej przedstawiono neuralne komorki macierzy-
ste (linia NHA), a takze komorki otrzymane w wy-
niku ich roznicowania. a — neuralne komorki ma-
cierzyste przed roznicowaniem (NHA); b — komorki
neuronalne, ¢ — komorki astrocytarne; d — komorka
wykazujqgca ekspresje hydroksylazy tyrogynowej (TH)
(katecholaminergiczna),; e — progenitory neuronal-
nych komorek GABA-ergicznych, f— dojrzewajqce
wypustki neuronalne, g, h — prekursory oligoden-
drocytow, i — komorka astrocytarna i fibroblastyczna
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starczyciel neuralnych komorek pnia wykorzystanych
przez tworcow modelu supresji niespojnych fenotypow,
okreslifa je mianem prawidiowych ludzkich astrocytow
NHA (ang. normal human astrocytes). Niezb¢dne dla
okreSlenia kierunku, jaki wybiorg komorki po transplan-
tacji, jest wiec badanie wielu markerow jednoczesnie. Oce-
na obecnoSci nawet dwoch markerow moze by¢ zwodni-
cza. Ponadto wazne wydaje si¢ prowadzenie w trakcie
analiz immunocytochemicznych ocen iloSciowych, a nie
tylko jakoSciowych. W badaniach prowadzonych przez
neurobiologow zajmujacych sie roznicowaniem komorek
analizy takie stanowig jak do tej pory rzadkosc. W hema-
tologii zrewidowane podejScie otworzyto wiele nowych
mozliwosci. Wprowadzono na przyktad pojecie ekspresji
typu dim (niskiej) 1 ekspresji typu bright (wysokiej)>=".
Moze si¢ rowniez okazac, ze nie istnieje jeden wspolny
mechanizm neuropoezy, a zatem nie istnieje takze jeden
model tego procesu, poniewaz otrzymywane w roznych
oSrodkach badawczych wyniki sugerujq istnienie od-
miennych komorek NSC.

Nie mozna wykluczyc, ze roznicowanie odmiennych neu-
ralnych (nerwowych) komorek pnia odbywa si¢ wedlug
nieco innych zasad albo ze komorka macierzysta doko-
nuje roznicowania na rozne sposoby w zaleznosci od sy-
tuacji, w jakiej si¢ znajduje.
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