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Streszczenie

Cel pracy: Celem naszych badan byta ocena zdolnosci proliferacyjnej komorek macierzystych krwi pepowinowej
i mozliwosci ich réznicowania sie w hodowli in vitro.

Materiati metody: Materiatem do badan byto 14 probek krwipepowinowej (10-15ml) pobranych z zyty pepowinowej
natychmiast po przecieciu sznura pepowinowego (w przebiegu naturalnych porodéw) do probéwek zawierajgcych
heparyne jako antykoagulant. Probki przechowywano w temperaturze od 4°-8° nie dfuzej niz 24 godziny. Komorki
jednojadrzaste izolowano z krwi pepowinowej metodg wirowania na gradiencie gestosci na Lymphoprep (Axis-
Shield), a nastepnie z interfazy izolowano komorki CD34 przy uzyciu sortera VarioMACS i przeciwciat anty-CD34
(Caltag Laboratories). Hodowle dtugoterminowe prowadzono w podtozu IMDM ( Sigma) lub IMDM+ Neurobasal
(Gibco) z dodatkiem GM-CSF (10ng/ml) i NGF (10ng/ml). Identyfikacje jakosciowg komaorek z krwi pepowinowej
przeprowadzono metodg barwienia May-Grinwalda-Giemsy, przy pomocy zdje¢ wykonanych mikroskopem
konfokalnym, oraz metodg immunoenzymatyczna.

Wyniki: Komdrki macierzyste CD34+ w petnej krwi pepowinowej w naszych badaniach stanowity 1,16% komorek
Jednojgdrzastych, zas po wirowaniu na lymphoprepie 0,37 % leukocytow . Nawet po 60 dniach prowadzenia hodowli
bez dodatku czynnikow wzrostu komorki CD34+ byty obecne we frakcji komdrek adherentnych. Czes¢ komorek
krwi pepowinowej po stymulacji GM-CSF i NGF przeksztatcato sie w komorki nerwowe (wykazano obecnosc
neuronospecyficznej enolazy), a takze w komorki o morfologii zblizonej do fibroblastow i komorek dendrytycznych.

Whnioski: Komorki krwi pepowinowej po stymulacji mieszaning cytokin GM-CSF i NGF dzielg sie w hodowlach
dfugoterminowych, przeksztatcajg w komorki nerwowe oraz w komdrki o morfologii zblizonej do fibroblastow
i komdrek dendrytycznych
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Abstract

Objectives: The aim of the study was to assess proliferative ability of the stem cells in the umbilical cord blood and
their potential to differentiate in in vitro culture.

Material and methods: The material consisted of 14 samples of umbilical cord blood collected from the umbilical
cord vein. Mononuclear cells were isolated using the method of density gradient medium. Next, CD34 cells were
isolated from the interphase with the use of the VarioMACS sorter and anti-CD34 antibodies. Long-term cultures
were conducted on Iscove’s modified Dulbecco medium (IMDM) with addition of granulocyte-macrophage colony
stimulating factor (GM-CSF) and nerve growth factor (NGF). Qualitative identification was performed using the May-
Griinwald-Giemsy staining method, taking photographs with a confocal microscope, and with the immunoenzymatic
method.

Results: In our research, CD34+ stem cells constituted 1.16% of the mononuclear cells, and after centrifugation
in medium 0.37% of leukocytes in whole umbilical cord blood. Even after 60 days of culture without addition of the
growth factors, CD34+ cells were present in the fraction of adherent cells. After stimulation with GM-CSF and NGF,
a part of the umbilical cord blood cells were transformed into nerve cells (presence of neuron-specific enolase was
shown) and into cells morphologically similar to fibroblast and dendritic cells.

Conclusions: After stimulation with GM-CSF and NGF cytokines, the umbilical cord blood cells proliferate in long-
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term medium, transform into nerve cells and into cells similar to fibroblast and dendlritic cells.

Key words: umbilical cord blood / stem cells / nerve cells /

Wykaz uzywanych skrétow:

CD - (cluster of differentiation) marker roznicowania

CFU-GM - (colony-forming units - granulocyte and macrophage) komorki
tworzaca kolonie granulocytowe i makrofagowe

DC - (dendritic cells) komorki dendrytyczne
Epo - (erythropoietin) erytropoetyna

FACS - (fluoroscent erythropoietin activated cell sorter) urzadzenie stuzace do
izolacji komorek posiadajacych okreslony antygen na powierzchni komorki

FCS - (fetal calf serum) ptodowa surowica bydleca

FITC - (fluorescein isothiocyanate) izotiocyjanian flouorosceiny
GFAP - (glial fibrillary acid protein) kwasne biatko glejowe

GFP - (green fluorescence protein) zielone biatko fluoroscencyjne

GM-CSF - (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) czynnik
stymulujacy wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych

HLA-DR - (human leukocytes antigens — DR) ludzkie antygeny leukocytarne
zgodnosci tkankowej - DR

IL - (interfeukin) interleukina

IMDM - (Iscove’s modified Dulbecco medium) podtoze Dulbecco
modyfikowane przez Iscove’a

MIP-10. - (macrophage inflammatory protein 1) biatko zapalne makrofagéw 1
MGG - (reagent May-Griinwald Giemsa) odczynnik May-Griinwalda Giemsy
NGF - (nerve growth factor) czynnik wzrostu nerwow

PBS - (phosphate buffered saline) buforowany roztwor soli fizjologicznej

PE - (phycoerythrin) fikoerytryna

RA - (retinoic acid) kwas retinowy

SCF - (stem cell factor) czynnik wzrostu komdrek macierzystych

TGF-{ - (transforming growth factor 3) transformujacy czynnik wzrostu 8
TNF - (tumor necrosis factor) czynnik wzrostu nowotworow

Wstep

W 1989 roku Broxmeyer wykazata, ze krew pgpowino-
wa jest bogatym zrédlem hematopoetycznych komoérek macie-
rzystych. Roznig si¢ one sktadem, liczbg jak i wlasciwosciami
biologicznymi od komoérek krwi obwodowej i szpiku kostnego
[1]. Laczny odsetek komorek macierzystych identyfikowany na
podstawie obecnego na ich powierzchni antygenu CD34 wynosi
okoto 1% komorek jednojadrzastych krwi pgpowinowej, 1-3%
komorek szpiku kostnego oraz 0,01% komorek krwi obwodowe;j
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0sob dorostych [2]. Mayani i wsp. wykazali, ze komorki krwi
pgpowinowej tworza wigeej kolonii hodowli in vitro, a po sty-
mulacji cytokinami IL-3, IL-6, SCF, Epo i GM-CSF wytwarzaja
8-11 razy wigcej komorek potomnych [2]. Cairo 1 wsp. stwier-
dzili, ze komorki te cechuja si¢ wigksza zdolnoscia samoodnowy
niz komorki macierzyste z pozostatych zrédet [3]. Unikalna dla
krwi pgpowinowej jest obecnos¢ populacji limfocytow T CD3-/
CD8- stanowiacych prekursory dojrzatych limfocytow T CD4+
i CD8+. Mnigjsza jest takze ogdlna liczba limfocytow CD4+/
CD8+ we krwi pgpowinowej. Dodatkowo krew ta ma wigksza
liczbg komoérek CD45RA+, ale mniejsza liczbg dojrzatych ko-
moérek T CD45 RO+ w porownaniu do krwi obwodowej 0sob
dorostych. Aktywowane komorki krwi pgpowinowej maja mniej-
sza niz komorki osob dorostych zdolno$¢ do wytwarzania takich
cytokin jak: G-CSF, GM-CSF, IL-3, M-CSF, TGF-f, MIP-1[3].
Mayani i wsp. udowodnili tez, ze okoto 6% komoérek CD34+
krwi pgpowinowej posiada samoistng zdolnos¢ tworzenia kolonii
bez dodatku czynnikow wzrostu [2].

Krwiotworcze komorki macierzyste krwi pgpowinowej
maja morfologi¢ podobna do malego limfocytu o gestym,
skondensowanym jadrze i skapej cytoplazmie. Charakteryzuja
si¢ fenotypem: CD34+, c-kit R+, CD38-, CD33-, Thy-1+, CD71-,
HLA-DR-, CD45RA. Stabo gromadza rodaming, co dowodzi
ich matej aktywno$ci metabolicznej oraz stabo wybarwiaja si¢
barwnikiem Hoechst co dowodzi, ze krwiotworcze komorki
macierzyste maja skondensowany i niereplikujacy si¢ DNA.

Ze wzgledu na konieczno$¢ zachowania niezmienionej
puli komérek macierzystych, dzielaca si¢ komorka macierzysta
odtwarza jedna komorke potomna, a druga za$ moze r6znicowac
si¢ w kierunku krwiotworczej komorki ukierunkowanej, ktora
traci zdolno§¢ do samoodnowy. Nabywa za to mozliwos¢
proliferowania i tworzenia klonéw komoérek potomnych jednej
lub kilku linii krwiotwérczych. Komorki macierzyste krwi
pepowinowej sa pod wieloma wzgledami unikalne, maja dlugie
telomery oraz aktywny enzym telomerazg. Posiadaja zdolno$¢
pozostawania w fazie G cyklu komorkowego, dzigki czemu maja
1000 razy wigksza zdolno$¢ tworzenia komorek progenitorowych
niz komorki w fazie G, [4].
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Ostatnie badania wskazaty, ze komorki macierzyste krwi pe-
powinowej takze in vitro sa zdolne do réznicowania si¢ w roézne
typy komorek. Mimo, iz pochodza z mezenchymy moga tworzy¢
komérki endodermy (np. hepatocyty) i ektodermy (np. neurony)
[5]. Podczas prowadzenia hodowli stwierdzono, ze czg$¢ komo-
rek przykleja si¢ do podtoza statego (komorki adherentne), reszta
za$ pozostaje w zawiesinie (komoérki nieadherentne). Komorki
adherentne generowane z krwi pgpowinowej mozna podzieli¢ na
dwie grupy. Pierwsza z nich charakteryzuje si¢ obecnoscia mar-
keréw hematopoetycznych (np. makrofagi, monocyty, komorki
dendrytyczne), za$ druga wykazuje ekspresj¢ innych markerow
niz hematopoetyczne (komorki migsniowe, fibroblasty, osteokla-
sty, adipocyty, neurony).

Cel pracy

Celem naszych badan byta: ocena zdolnosci proliferacyj-
nych komorek macierzystych krwi pgpowinowej jak réwniez
mozliwosci roznicowania si¢ uzyskanych komorek macierzy-
stych w komorki dendrytyczne, nerwowe, fibroblasty oraz iden-
tyfikacja jakos$ciowa i ilosciowa komodrek powstatych w trakcie
hodowli.

Materiat i metody

Materiatem do badan byto 14 porcji krwi pgpowinowe;j (10-
15ml) pobranych z zyly pgpowinowej natychmiast po przecigciu
sznura pgpowinowego (w przebiegu porodoéw sitami natury) do
probowek zawierajacych heparyng jako antykoagulant. Probki
przechowywano w temperaturze 4°-8°C nie dtuzej niz 24 godzi-

ny.

Metody

Izolacja komoérek jednojadrzastych

Pozyskana krew pgpowinowa rozcienczono zbuforowanym
roztworem soli fizjologicznej (PBS, Biomed, Lublin) w stosunku
1:1. Tak przygotowana krew nawarstwiano na ptyn do izolacji
Lymphoprep (Nycomed Pharma AS, Oslo, Norwegia), po czym
wirowano przez 20 minut z predkoscia katowa 2800 obrotow/
minutg. Po odwirowaniu powstata interfaze zawierajaca leuko-
cyty przenoszono za pomoca sterylnej pipety pasteurowskiej do
probowki i dwukrotnie ptukano. W takcie pierwszego ptukania,
komérki zawieszono w PBS bez jonow Ca?' i Mg?" w ilosci 10
ml, wirowano przez 5 minut z predkoscia 2800 obrotow/min.
W trakcie drugiego ptukania komorki zawieszano ponownie
w PBS bez jonéw Ca? i Mg?* jednakze w iloéci 5 ml i wirowano
z predkoscia katowa 2800 obrotow/min. Supernatant odrzucano
a powstaty osad komorek zawieszano w 0,5 ml PBS bez jonow
Ca* i Mg*.

Izolacja komoérek CD34+ z krwi pepowinowej przy
uzyciu sortera VarioMACS (Miltenyi Biotec, GmbH,
Niemcy)

Do osadu komorek jednojadrzastych izolowanych z krwi pg-
powinowej metoda wirowania na gradiencie ggstosci przy uzyciu
Lymphoprepu dodawano 10ul (na 10 komérek) odczynnika blo-
kujacego receptor FcR przeciwciata IgG w celu uniknigcia nie-
specyficznego wiazania przeciwcial. Réwnoczeénie dodawano
10ul przeciwciata anty-CD34 (Caltag Laboratories, Burlingame,
CA) zwiazanego z mikrokulkami. Mieszaning inkubowano w lo-
dowce (4°C) przez 30 minut, ptukano w buforze MACS i prze-
noszono na kolumng MS+/RS+ umieszczong w sorterze magne-
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tycznym VarioMACS. Komoérki wyznakowane przeciwciatem
anty-CD34 pozostawaly na kolumnie a pozostate komorki (ne-
gatywna frakcja) sptywaly z kolumny do probowki. Komorki
CD34 wyplukiwano buforem MACS z kolumny, po wyjeciu
z separatora. Nastepnie komorki CD34 zawieszone w buforze
MACS wirowano przez 5 minut z predkoscia 2800 obrotow/min.
Powstaty w ten sposob osad zawieszano w 1 ml PBS bez jonéw
Ca? i Mg

Hodowla komérek krwi pepowinowej w obecnosci
cytokin GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony
stimulating factor) i NGF (ang. nerve growth factor).

Wyizolowane komorki, zawieszano w podtozu IMDM (ang.
Iscove’s modified Dulbecco medium, Sigma, Niemcy) z dodat-
kiem 20% FCS (ang. fetal calf serum, Gibco BRL, USA) w pro-
porcji 1x10° komorek/ml podtoza i umieszczano w 8-dotkowych
ptytkach hodowlanych z dodatkiem antybiotykow: 100 U/ml
penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny (Sigma-Aldrich, Niem-
cy). Hodowlg kontrolng stanowity komoérki bez dodatku cytokin.
Do czgsci hodowli komoérkowych dodawano cytoking GM-CSF
(Life Technology, USA) o st¢zeniu 10 ng/ml a do pozostatej czg-
$ci hodowli dodano mieszaning cytokin GM-CSF i NGF (R&D
Systems, USA), kazda o stgzeniu 10 ng/ml. Hodowlg prowadzo-
no przez okres 4-8 tygodni w cieplarce (temp 37°C, 5% CO,, 95%
wilgotnosci). Co 7 dni z kazdego dotka hodowlanego odbierano
potowe ptynu hodowlanego i uzupeliano nowym z odpowied-
nim stgzeniem cytokin. Przez caly czas prowadzenia hodowli
komorki oceniano w mikroskopie $wietlnym i identyfikowano po
wykonaniu preparatow barwionych metoda MGG (May-Griin-
wald Giemsy, Sigma, Niemcy).

Analiza komérek w mikroskopie konfokalnym

Do wyizolowanych komorek CD34 zawieszonych w 1 ml
PBS bez jonow Ca*" i Mg?" dodawano 2l zielonego biatka flu-
oroscencyjnego — GFP (ang. green fluoroscence protein), ktory
whnikal do zywych komorek. Nastgpnie inkubowano przez 5 mi-
nut i ptukano dwukrotnie PBS przez 5 min z predkoscia 2800 ob-
rotow/min. Supernatant odrzucano a osad komorkowy zawiesza-
no w 200ul PBS bez jondéw Ca?" i Mg?'. Na odttuszczone szkietko
podstawowe dodawano kroplg zawiesiny komoérek i ogladano
w mikroskopie konfokalnym (Carl Zeiss, Niemcy). Skanowanie
komérek CD34+ odbywato sig przy uzyciu obiektywu Plan Apo-
chromat x 63 i olejku immersyjnego-Immersol 518N. Do analizy
komorek uzyto program LSM 5 Pascal Software.

Analiza cytometryczna komérek krwi pepowinowej po
izolacji na Lymphoprepie

Do probowek zawierajacych po 100ul komorek jednoja-
drzastych wyizolowanych na Lymphoprepie dodawano Spul prze-
ciwcial CD34-PE (Caltag Laboratories, USA) — probka badana
i taka sama objgtos¢ przeciwcial IgG1-FITC/IgG2a-PE (Caltag
Laboratories, USA) do sporzadzenia kontroli. Komorki inkubo-
wano przez 20 minut w ciemnosci. Po inkubacji wirowano ko-
morki przez 5 minut z predkoscia 28000obrotow/min. Supernatant
odrzucano a osad zawieszano w 100ul PBS i bezposrednio ana-
lizowano w cytometrze przeptywowym FACS Calibur (Becton
Dickinson, USA).
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Analiza cytometryczna pelnej krwi pegpowinowej

Do probowki zawierajacej 100ul pelnej krwi pgpowinowej
dodawano 5l stezonego przeciwciala CD34-PE a do drugiej za-
wierajacej t¢ sama ilos¢ krwi dodawano Spul IgG1-FITC/IG2a-PE
(kontrola). Nastgpnie inkubowano przez 20 minut bez dostgpu
$wiatta. Po inkubacji dodawano 2ml PBS bez jonow Ca*" i Mg
1 wirowano przez 5 minut z predkoscia 2800 obrotéw/min. Na-
stgpnie w celu eliminacji erytrocytow dodawano 2 ml ptynu lizu-
jacego (Ortho Diagnostic Systems, A Johnson&Johnson Compa-
ny, USA), pozostawiajac probowki przez 10 minut w ciemnosci.
Nastepnie wirowano przez 5 min z predkoscia 2800 obrotow/
min, supernatant odrzucano, a osad zawieszano w 100ul PBS
i bezposrednio analizowano w cytometrze przeptywowym.

Analiza cytometryczna komoérek adherentnych z hodowli
prowadzonej przez 60 dni

Po usunigciu zawiesiny komorek nieadherentnych, kilka-
krotnie przeptukano dotki PBS (1 dotek — komorki inkubowane
z GM-CSF, 2 dotek — komorki inkubowane z GM-CSF+NGF)
a nastgpnie dodawano 1 ml roztworu trypsyny z EDTA pozosta-
wiajac odczynnik na kilka sekund. Po zebraniu trypsyny z EDTA
dodawano 1 ml PBS bez jonow Ca?" i Mg*"i energicznie pipeto-
wano w celu rozbicia agregatow komorek. Nastgpnie odklejone
komorki adherentne zawieszone w PBS bez jonow Ca?* i Mg**
wirowano przez 10 minut z predkoscia 5000 obrotdéw/min. Po
wirowaniu supernatant odrzucano a osad zawieszano w 200ul
PBS bez jonéw Ca*" i Mg?". Otrzymana zawiesing komorek roz-
dzielano na dwie porcje komorek. Do 1 probowki dodawano 2ul
przeciwciata anty-CD34-PE, a do 2 probowki dodawano IgG1-
FITC/Ig2a-PE (kontrola). Komorki inkubowano przez 20 minut
bez dostgpu §wiatta, wirowano przez 5 minut z predkoscia 2500
obrotdw/min, a nastgpnie osad zawieszano w 100ul PBS bez
jonow Ca*" i Mg i analizowano w cytometrze przeptywowym
FACS Calibur.

Barwienie preparatow metoda MGG (May-Griinwald-
Giemsy)

Wysuszone preparaty krwi pgpowinowej na szkietkach pod-
stawowych zalewano nierozcienczonym odczynnikiem May-
Griinwalda (Sigma, Niemcy) w celu ich utrwalenia. Po 2 minu-
tach dodawano taka sama ilos¢ wody destylowanej i pozostawia-
no na dalsze 2 minuty. Odczynnik zlewano ze szkietka, a nastep-
nie utrwalony preparat zalewano barwnikiem Giemsy (Sigma,
Niemcy) (rozcienczonym 20 razy). Po uplywie 10-15 minut
odczynnik zlewano a preparat sptukiwano duzg iloscia wody de-
stylowanej, suszono i ogladano w mikroskopie $wietlnym.

Identyfikacja komérek nerwowych i macierzystych
metoda immunocytochemiczna

Metoda identyfikacji stuzy do wykrywania charaktery-
stycznych antygenow komorkowych. Sktada sig¢ z kilku etapow.
Pierwszy ma na celu redukcj¢ niespecyficznych oddziatywan
mig¢dzy komodrkami poprzez inkubacj¢ z woda utleniona, a na-
stgpnie z surowica. Kolejny etap to wiazanie si¢ przeciwciat
monoklonalnych z okreSlonym antygenem, po czym sa przy-
taczane kolejne przeciwciala zwigzane z substratem, ktory jest
przeksztatcany przez kompleks enzymatyczny w barwny produkt
ukazujacy miejsce lokalizacji antygenu.

W celu utrwalenia komorek aspirowano ptyn znad hodowli,
nastgpnie dodawano schtodzona mieszaning metanolu i kwasu
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octowego (3 ml metanolu i 1 ml kwasu octowego) i inkubowa-
no przez 5 minut. Nastgpnie delikatnie Sciagano w/w mieszaning
i preparat przeptukiwano 3-krotnie PBS. Po ostatnim plukaniu,
komérki barwiono wedtug przepisu podanego przez firme¢ Sero-
tec, stosujac przeciwciata przeciwko neuronospecyficznej eno-
lazie (Chemicon International, Temecula, CA, USA) - marker
komorek nerwowych, anty-CD34+ (Serotec, Niemcy) - marker
komorek macierzystych oraz system wybarwiajacy Star 2000
Strepatvidin Detection System Mouse/Dab, Serotec, Niemcy.
Preparat nastgpnie suszono i analizowano w mikroskopie $wietl-
nym przy zastosowaniu programu komputerowego Analysis.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna wynikéw obejmowata wyliczenie war-
tosci: $redniej (M), mediany (Med), minimalnej (min), maksy-
malnej (max), odchylenia standardowego (SD) i 95% przedzialu
ufnosci (p). Poniewaz parametry te w wigkszosci nie wykazywa-
ly rozktadu normalnego, dlatego tez do weryfikacji hipotez staty-
stycznych uzyto testow nieparametrycznych, takich jak:

— test Friedmana zastosowany do oceny istotnych réznic
miedzy $rednimi gestosciami komorek (10° i10* komo-
rek/ml) w poszczegolnych grupach badanych (kontrola,
GM-CSF, GM-CSF+NGF) po 7, 14, 28, 56 dniach pro-
wadzenia hodowli

— test post hoc do oceny czy $rednie ggstosci komorek
w poszczegblnych hodowlach r6znig si¢ migdzy soba,

— test Wilcoxona uzyty do porownania istotnych rdznic
w hodowli komorkowej o gestosci 10komorek/mli o ge-
stosci 10* komorek/ml w 7,14,28,56 dniu prowadzenia
hodowli.

Za istotne statystycznie przyje¢te zostaty wyniki, ktorych po-
ziom istotnosci p byl nie wigkszy od 0,05. Analiz¢ statystyczna
wynikoéw przeprowadzono stosujac program komputerowy Stati-
stica 10.0PL (StatSoft, Inc, USA).

Wyniki

Do zatozenia hodowli uzyto 14 probek krwi pgpowinowej
(7 hodowli o gestosci x10° komoérek/ml, 6 hodowli o gestosci
x10* komérek/ml, hodowle o numerze 12 nie wykorzystano do
obliczen statystycznych ze wzgledu na staby potencjat prolife-
racyjny), wszystkie proby wyprowadzenia hodowli powiodty
sig. (Tabela I). Petna krew pgpowinowa (11ml) zawierata 1293
(1,16%) komorek CD34+ wsrod 111 941 wszystkich uzyskanych
komoérek jednojadrzastych, zas krew po izolacji na Lymphopre-
pie zawierata 212 (0,37%) komoérek CD34+ wsrod 57 812 mo-
nonuklearéw krwi pgpowinowej. (Tabela II, Ryc.1).

Hodowle prowadzono w dwodch wariantach: w pierwszym
wyjsciowa gestos¢ wynosita 1x10° komorek/ml, natomiast
w drugim 1x10* komérek/ml. W pierwszym wariancie najwiek-
szy przyrost liczby komoérek stwierdzono w hodowli z dodatkiem
mieszaniny cytokin GM-CSF + NGF. (Tabela III). Oprocz tego
hodowla ta szybciej proliferowata, osiagajac najwyzsza $red-
nia gestosé¢ 2,942,0 x10° komoérek/ml w 28 dniu hodowli. Test
post hoc wykazat takze istotnie wyzsza gesto$¢ komorek w 14
dniu prowadzenia hodowli bez czynnikéw wzrostu i w hodowli
z dodatkiem GM-SCF+NGF w poréownaniu do 56 dnia (p=0,05).
Istotne wyzsza ggstos¢ wykazano takze w hodowli komorkowe;j
z dodatkiem GM-CSF w 14 i 28 dniu hodowli w poréwnaniu do
56 dnia hodowli (test post hoc, p=0,05).
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Tabela 1. Dane dotyczace krwi pepowinowej wykorzystanej w doswiadczeniu.

. Czas miedzy 2z
"lll:r'\':‘v‘ier :);oobc:-zal:iaa DoRian e [kocr;fz:zzl(:nl] CelzreEh
a preparatyka
1 140 7h 2,6x10° Hodowla rosta wolno, widoczne byty pojedyncze formy fibroblastow
2 325 5h 8.6x10° Hodowla o duzych zdolnosciach proliferacyjnych, rosta bardzo
’ szybko, podtoze zmieniane co trzy dni
3 125 7h 2 6x10° Hodowla o $rednich zdolnosciach proliferacyjnych, po 35 dniach
’ widoczne byly komorki ksztattu igietkowatego
4 65 oh 3.6x10° Hodowla o stabych zdolnosciach proliferacyjnych, rosta powoli ale
’ po 30 dniach wytworzyty sie komorki wydtuzone
5 130 7h 2 75x10° Hodowla o bardzo duzych zdolnosciach proliferacyjnych, rosnie
’ szybko, po 7 dniach widoczne igietkowate formy
6 23% 9h 4,3x10° Hodowla o stabych zdolnosciach proliferacyjnych
2 s Hodowla o $rednich zdolnosciach proliferacyjnych, juz po 14
7 1 7h 4,9x10 ; o g )
dniach komorki wytwarzajg liczne wypustki
8 340 5h 4,5x10° Hodowla o $rednich zdolnosciach proliferacyjnych
Hodowla o duzych zdolnosciach proliferacyjnych, po okoto 21
9 5% 3,5h 6x10° dniach pojawiajg sie komorki z rozgatezieniami, a po 57 dniach
tworzg sig komérki neuronopodobne
Hodowla o $rednich zdolnosciach proliferacyjnych, pierwsze
45 5
10 S 3h 1,7x10 podziaty po 30 dniach
Hodowla o $rednich zdolnosciach proliferacyjnych, po okoto 30
1" 450 4h 2x10° dniach pojawiajg sie¢ komérki rozdete o licznych ziarnistosciach
w cytoplazmie
12 2% 6h 4,3 x105 Hodowla o stabych zdolnosciach proliferacyjnych
35 s Hodowla o $rednich zdolnosciach proliferacyjnych, po 25 dniach
13 2 5h 2,6x10 o o : ; .
pojawiajg sie komorki z pojedynczymi wypustkami
14 040 7h 6,3 x10° Hodowla o $rednich zdolnosciach proliferacyjnych,

Tabela Il. Analiza cytometryczna leukocytow izolowanych z krwi pgpowinowej.

- - o -
Ogoétem komoérek Liczba limfocytow L'CZb? CD34+, L “ .CD34 w§rod
limfocytow limfocytow
Krew petna 401 115 111 941 1293 1,16
Leukocyty po izolacji 71520 57 812 212 0,37
na Lymphoprepie ’

Tabela I1l. Roznice pomigdzy $rednig gestoscig hodowli komérkowych (105 komérek/ml) z dodatkiem GM-CSF i GM-CSF+NGF w poszczegdlnych dniach prowadzenia

hodowli.
Kontrola GM-CSF GM-CSF+NGF Test Friedmana
Parametry (10°komérek/ml) (10° komérek/ml) (10° komérek/ml)
$redniatSD $redniatSD $redniatSD P
7 dni 1,170,1 1,5+0,4 1,7£0,3 0,0009
14 dni 1,340,2 1,9+0,6 2,6%0,7 0,001
28 dni 1,0£0,2 2,3+1,9 2,9+2,0 0,0009
56 dni 1,540,2 1,0£0,5 1,3%0,7 0,0009
Test Frlgdmana 0,0003 0,01 0,05
SD - odchylenie standardowe; GM-CSF - czynnik stymulujgcy wzrost kolonii granulocytowo-makrofagowych; NGF - czynnik wzrostu nerwow
Nr 8/2015 Glﬂel(()l()gla © Polskie Towarzystwo Ginekologiczne 607
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Rycina 1. Komoérki CD34 po wyizolowane przy uzyciu MACS o inkubacji Rycina 4. Komorki charakteryzujace sie obecnoscig neuronospecyficznej enolazy,
z barwnikiem GFP, mikroskop konfokalny — powigkszenie x 63. mikroskop $wietiny — powigkszenie x 200.

Rycina 2. Komorki neuronopodobne, 6-tydzier hodowli, barwienie MGG, Rycina 5. Komorki ksztattem zblizone do fibroblastow, hodowla 25 dniowa,
mikroskop $wietiny — powigkszenie x 200. mikroskop $wietiny — powigkszenie x 100.

Rycina 3. Komérka neuronopodobna, 3-tydzien hodowli, mikroskop konfokalny Rycina 6. Komorki ksztattem zblizone do komérek dendrytycznych, Hodowla 7
- powigkszenie x 63. dniowa, mikroskop $wietlny — powigkszenie x 400.

W przypadku drugiego wariantu takze hodowla z mieszaning ~ bez dodatku czynnikéw wzrostu i z dodatkiem GM-CSF+NGF
cytokin proliferowata szybciej i osiagata najwigksza koncentracjg ~ w pordwnaniu do 56 dnia prowadzenia hodowli (p=0,05). Takze
komorek tj. w 28 dniu prowadzenia hodowli $rednia ggsto$¢ wy- w przypadku hodowli z dodatkiem GM-CSF wyzsza ggstos¢ ko-
nosita 2,8x10* komorek/ml. (Tabela IV). Analiza testem post hoc  moérkowa wystgpowata po 14 i 28 dniach prowadzenia hodowli
wykazata istotnie wyzsza gestos¢ komorek w 14 dniu hodowli niz po 56 dniach hodowli (test post hoc, p=0,05).

608 © Polskie Towarzystwo Ginekologiczne Nr 8/2015
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Tabela IV. Roznice pomigdzy $rednig gestoscig hodowli komérkowych (104 komérek/ml) z dodatkiem GM-CSF i GM-CSF+NGF w poszczegdlnych dniach prowadzenia hodowli.

Kontrola GM-CSF GM-CSF+NGF Test Friedmana
Parametry (10*komorek/ml) (10*komorek/ml) (10*komorek/ml)
SredniatSD SredniatSD SredniaxSD P
e7 dni 1,1+£0,1 1,4+0,1 1,610,2 0,003
14 dni 1,2+0,1 1,4+0,6 2,3+0,5 0,008
28 dni 1,2+0,2 2,4+0,9 2,8+1,0 0,0004
56 dni 0,2+0,1 0,910,4 1,0+0,4 0,002
Test Frfdma"a 0,003 0,002 0,002

Tabela V. Analiza cytometryczna hodowli dtugoterminowej komorek krwi pepowinowej prowadzonej przez 60 dni.

Ogodlna liczba komérek

Liczba CD34+ wsrod
ogolnej liczby komérek

% CD34+ wsrod ogolnej
liczby komérek

Komorki adherentne po

stymulacji GM-CSF 9882

16 1,6

Komorki adherentne po

stymulacji GM-CSF i NGF 8038

18 2,2

Test Wilcoxona wykazal istotnie wyzsza dynamike proli-
feracji komorek w hodowli o ggstosci x10° komoérek/ml w 56
dniu prowadzenia hodowli niz w przypadku hodowli o ggstosci
wyjsciowej x10* komorek/ml (p=0,04). Stwierdzono, ze dodatek
mieszaniny cytokin oraz wigksza gesto$¢ wyjsciowa komorek
sprzyjata wzrostowi komorek.

Hodowlg leukocytow krwi pepowinowej z GM-CSF i GM
-CSF + NGF prowadzono przez 60 dni. Komoérki adherentne
inkubowano z przeciwciatami anty-CD34 i analizowano w cyto-
metrze przeptywowym. W hodowlach stymulowanych GM-CSF
+ NGF stwierdzono 18 komoérek CD34+ w ml objetosci, zas po
stymulacji samym GM-CSF liczba komoérek CD34+ wynosita
16. (Tabela V).

W przypadku hodowli o wigkszej gestosci wyjsciowej ko-
morki nerwowe stwierdzono po 21 dniach prowadzenia hodowli,
za$ 0 mniejszej gestosci wyjsciowej komorki nerwowe obecne
byly po 57 dniach prowadzenia hodowli. Obecno$¢ komodrek
nerwowych obserwowano za pomoca barwienia May-Griinwal-
da-Giemsy, i w mikroskopie konfokalnym oraz potwierdzono
metoda immunoenzymatyczng (wykazano obecnos¢ neuronospe-
cyficznej enolazy). (Rycina 2, 31 4).

Podczas prowadzenia hodowli zaobserwowano, ze prawdo-
podobnie z komorek CD34+ wytworzyly si¢ komorki ksztattem
zblizone do fibroblastow i komoérek dendrytycznych. (Rycina 5
16).

Dyskusja

Krew pgpowinowa jest cennym materialem do badan oraz
przeszczepow tatwo pozyskiwanym bez stwarzania jakiegokol-
wiek zagrozenia dla matki lub dziecka. Sktad komorkowy krwi
pepowinowej rozni si¢ od sktadu krwi dorostych i probek szpiku
kostnego w zakresie wystgpowania we krwi pgpowinowej ko-
morek macierzystych, ktore charakteryzuja si¢ duzym potencja-
fem proliferacyjnym, co jest z powodzeniem wykorzystywane
w transplantologii hematologiczne;.

Ginekologia

Nr 8/2015 Polska

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Identyfikacji komodrek macierzystych krwi pgpowinowej
dokonuje si¢ na podstawie obecno$ci antygenu powierzchnio-
wego CD34+ odkrytego przez Civina w 1982 roku. W naszej
pracy izolowano komorki CD34 wykorzystujac metodg separacji
komorek. Antygen CD34+ wystepuje na 0,4%—1,6% komodrek
jednojadrzastych krwi pgpowinowej. Uzyskane przez nas wy-
niki potwierdzaja te dane. Liczba komoérek CD34+ w naszym
dos$wiadczeniu stanowita 1,16% w pelnej krwi pgpowinowej
oraz 0,37% po izolacji na Lymphoprepie. Podczas prowadzenia
hodowli wykazali§my, ze po 60 dniach prowadzenia hodowli
komorki CD34 byty obecne we frakcji komorek adherentnych.
Wedlug Yoo i wsp. to wlasnie komorki CD34 generuja warstwe
komorek adherentnych o morfologii przypominajacej komorki
srodblonka. Stwierdzili oni, ze w 35 dniu prowadzenia hodow-
li liczba komérek CD34 wynosita 3,5x10* na 13,2x10* komérek
adherentnych [5]. W naszym badaniu liczba komorek CD34 w 60
dniu prowadzenia hodowli wynosita 16 lub 18 wsrod 8,0-9,8
x10° komorek adherentnych. Przypuszczamy, ze mniejsza liczba
komorek CD34 w naszym modelu doswiadczalnym mogta by¢
spowodowana dhuzszym czasem hodowli i roznicowaniem ko-
morek CD34+ w komorki ukierunkowane.

Kolejnym etapem badan bylo zatozenie dlugoterminowych
hodowli z leukocytow krwi pgpowinowej. Z 14 probek krwi
pepowinowej zatozono hodowle z dodatkiem cytokin GM-CSF
lub GM-CSF+NGF. Mimo réznic w warunkach przechowywa-
nia probek krwi i innych parametrach takich jak warunki prze-
biegu porodu, wszystkie proby zatozenia hodowli powiodly sig.
Model hodowlany z zastosowaniem mieszaniny cytokin okazat
si¢ efektywniejszy w uzyskaniu proliferacji komorek, a ggstosé
1 x 10° komorek/ml byta korzystniejsza dla proliferacji. W 28
dniu hodowli o tej ggstosci wyjsciowej otrzymano $rednia ge-
stos¢ komorek- 2.9 x 10° komoérek/ml, natomiast w przypadku
mniejszej gestosci wyjsciowej (1x10* komoérek/ml), maksymalna
liczbg komorek otrzymano takze w 28 dniu prowadzenia hodowli
—2.8 x10* komorek/ml. Wedtug Huss wigksza ggsto$¢é wyjsciowa
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komorek zapewnia lepsze mikrosrodowisko warunkujace wzrost
i roznicowanie komorek [6]. Nie bez znaczenia jest takze wplyw
czynnikdw warunkujacych jako$¢ pozyskanego materiatu jak:
czas przechowywania krwi, czas preparatyki, uzyty antykoagu-
lant, wiek pacjentek czy dtugos¢ pierwszej fazy porodu, ktora
wedlug Shlebak i wsp. koreluje z iloscia kolonii CFU-GM [7].
Stojko 1 wsp. stwierdzili, ze zywotno$¢ komodrek macierzystych
krwi pepowinowej wzrastata wraz ze spadkiem pH i pCO, [8].
Natomiast sposob ukonczenia ciazy nie wpltywat istotnie na zy-
wotnos¢ komorek macierzystych. Model hodowlany z zastoso-
waniem GM-CSF mimo, iz okazat si¢ mniej efektywny w sty-
mulacji proliferacji komorek w poréwnaniu do modelu hodowla-
nego z zastosowaniem mieszanki GM-CSF + NGF, to w modelu
tym stwierdzono wigksza liczbg komorek adherentnych. Wedtug
Guittierrez-Rodriguez i wsp. wlasnie GM-CSF jest cytoking ma-
jaca najwigkszy wptyw na wzrost liczby komorek adherentnych
w hodowli [9]. Mozna przypuszczac, ze NGF moze mie¢ wpltyw
hamujacy (przeciwstawny do GM-CSF) na proliferacj¢ komorek
jednoczesnie zwigkszajac ich adhezje.

Wielu autorow opisywato mozliwos¢ rdéznicowania sig
krwiotworczych komorek macierzystych krwi pgpowinowe;j
w inne typy komorek [9, 10, 11, 12]. W naszych doswiadczeniach
oprocz wpltywu na proliferacjg komorek stwierdzono takze rdzni-
cowanie CD34+ do komorek o morfologii zblizonej do komoérek
dendrytycznych (DC) i fibroblastow. Cangue i wsp. sugeruja, ze
z komorek krwi pgpowinowej mozna otrzymywa¢ DC w wyniku
ekspozycji na GM-CSF [10]. Jak wykazat Guttierez-Rodrigu-
ez 1 wsp. rozw0j komorek dendrytycznych jest uwarunkowany
obecnoscia czynnika martwicy nowotwordéw (TNF) wytwarzane-
go przez komorki adherentne [9]. Komorki dendrytyczne gene-
rowane z komoérek krwi pgpowinowej zastuguja na szczegdlng
uwage badaczy, poniewaz po ich uczuleniu antygenami nowo-
tworowymi in vitro i podaniu pacjentowi indukuja odpowiedz
przeciwnowotworowa. Komorki adherentne produkuja takze
czynnik wzrostu komoérek macierzystych (SCF), ktory stymuluje
wzrost fibroblastow. W naszych badaniach stwierdzilismy obec-
no$¢ komorek podobnych do fibroblastow, za$ grupa badaczy
pod kierunkiem Gutierrez-Rodriguez i wsp. nie stwierdzita ich
wystgpowania [9].

Z komorek krwi pgpowinowej oprocz komorek dendrytycz-
nych i fibroblastow mozna otrzymywac¢ komoérki nerwowe. We-
dlug Buzanskiej i wsp. krew pgpowinowa zawiera multipoten-
cjalne komorki nerwowe, ktore tworza zréznicowana populacje
komorek nerwowych i glejowych, wykazujace ekspresje nestyny
[11]. Takze Sanchez-Ramoz i wsp. stwierdzili komérki nerwo-
we wykazujace ekspresj¢ markerow Musasashi-1 i B-tubuliny 11
w hodowli komorek z krwi pepowinowej z dodatkiem czynnika
wzrostu nerwow (NGF) i kwasu retinowego (RA) [12]. W na-
szym do$wiadczeniu uzyskano komorki nerwowe wykazujace
obecnos¢ neuronospecyficznej enolazy.

Terapia oparta na komorkach macierzystych krwi pgpowino-
wej jest obecnie stosowana jako obiecujaca alternatywa leczenia
wielu chorob, w tym zawatu migs$nia sercowego i dystrofii mig-
$niowej Duchenne’a ale takze r6znych chordb neurodegeneracyj-
nych. Ostatnio Ghaffaripour i wsp. wykazali selektywna migra-
cje komorek macierzystych krwi pgpowinowej do obszaru nie-
dokrwiennego oraz zmniejszenie jego wielkosci co wskazuje na
potencjat komodrek macierzystych do redukcji neurologicznych
deficytow zwiazanych z niedokrwieniem i niedotlenieniem [13].
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Whioski

Stymulacja proliferacji komorek jednojadrzastych mieszani-
na cytokin GM-CSF + NGF, jest korzystna dla wzrostu komérek
w dhugoterminowych hodowlach oraz pozwala na otrzymanie
komorek nerwowych, komorek o morfologii zblizonej do fibro-
blastow i komorek dendrytycznych. W hodowli o duzej gestosci
wyjs$ciowej komorki nerwowe pojawialy si¢ szybcie;.

Duza wyjsciowa gesto$¢ hodowli byta korzystna dla ekspan-
sji komoérek, gdyz pozwalata dtuzej zachowac zywotnos$¢ i zdol-
no$¢ komorek do podziatow.

Krew pgpowinowa zawiera komorki macierzyste charakte-
ryzujace si¢ antygenem CD34, ktore obecne byly we frakeji ko-
morek adherentnych nawet w 60 dniu prowadzenia hodowli.
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