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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Dwuwymiarowe (2D) hodowle komdrek in vitro nie odzwierciedlajg mikro$rodowiska tkanki i
sg coraz czesciej zastepowane przez hodowle tréjwymiarowe (3D). Podstawowe réznice miedzy
dwu- i tréjwymiarowymi hodowlami wynikaja z réznic w sposobie adhezji komérek do podtoza,
ich rozprzestrzeniania, wzrostu, morfologii, proliferacji, réznicowania czy ekspresji genéw i
biatek. Z tego wzgledu hodowle tréjwymiarowe znalazty szerokie zastosowanie w réznych
dziedzinach nauki, takich jak farmakologia, onkologia, badaniach dotyczacych réznicowania
komérek czy neurobiologia. W pracy przedstawiono tréjwymiarowe hodowle komérek ner-
wowych wykorzystywanych w badaniach dotyczacych poznania mechanizméw patogenezy
choréb neurodegeneracyjnych.

hodowle komérkowe « neurony - hodowle 3D - choroby neurodegeneracyjne
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Summary

Invitro models utilizing cells in planar two-dimensional (2D) cultures do not reflect the in vivo
environment and are increasingly replaced by three-dimensional (3D) cultures. Fundamental
differences between 2D and 3D cell cultures systems include cell attach, spread and grow, their
morphology, proliferation, differentiation or gene and protein expression. For that reason 3D
models have been proven to be invaluable tools of study for the various fields of science, such
as drug discovery, cancer research, differentiation studies or neuroscience. In the present
review, we discuss 3D neural in vitro models that might provide important insides about the
mechanisms of pathogenesis of neurodegenerative diseases.

cell cultures - neurons - 3D cultures - neurodegenerative diseases
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SCs - komorki macierzyste; SEM - elektronowy mikroskop skaningowy; SGZ - strefa podziarnista
zwoju zebatego hipokampa; SH-SY5Y - komérki ludzkiej linii neuroblastoma; SSCs — somatyczne
komaorki macierzyste; tau - biatko tau; TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy; THP-1 - ludzka

linia komorek biataczki.

WPROWADZENIE

Osrodkowy uktad nerwowy (OUN) sktada sie z dwéch
podstawowych typéw komdrek: neuronéw i komérek
glejowych: makrogleju (astrocytéw i oligodendrocy-
téw) i mikrogleju, ktére $cisle ze sobg wspdtpracuja, a
wzajemne powigzanie funkcjonalne neuron-komérka
glejowa jest istotnym mechanizmem uczestniczacym
w kontroli pracy mézgu [2,24,36,49,54]. Choroby neu-
rodegeneracyjne OUN sa spowodowane postepujacym
procesem zwyrodnienia komérek nerwowych prowa-
dzacym do ich obumierania. Cechg procesu chorobo-
wego jest pojawienie sie stopniowych i nieodwracalnych
zmian w morfologii i funkcji neuronéw, uszkadzajgcych
szlaki sygnatowe, a tym samym zaburzajace homeostaze
w mézgu. W wyniku uszkodzenia neuronéw oraz nagro-
madzenia agregatéw nieprawidtowych form biatek (np.
zlogdw B-amyloidu w chorobie Alzheimera) dochodzi do
aktywacji mikrogleju i astrocytéw. W warunkach fizjolo-
gicznych astrocyty zapewniajg utrzymanie homeostazy
jonowej, kontroluja dziatanie neuroprzekaznikdéw, regu-
lujg gospodarke energetyczna i status prooksydacyjno-
-antyoksydacyjny neuronéw, jak réwniez biora udziat
w tworzeniu bariery krew-mézg. Rola mikrogleju spro-
wadza sie do kontrolowania mikro$rodowiska tkanki,

usuwania obumierajgcych neuronéw oraz odpowiedzi
immunologicznej [36,49]. W wyniku aktywacji pod wpty-
wem np. uszkodzenia tkanki, astrocyty dzielg sie inten-
sywnie i zajmuja miejsce obumierajacych neuronéw, a
komérki mikrogleju stajg sie kompetentnymi komér-
kami uktadu odpornosciowego - makrofagami mézgo-
wymi. Aktywowane komérki glejowe wydzielaja réwniez
wiele czynnikéw zapalnych, takich jak cytokiny i chemo-
kiny (IL-1, IL-6, TNF-q, IL-12, IL-8, MIP-al, MIP-1b) oraz
zwiazki cytotoksyczne (tlenek azotu, wolne rodniki tle-
nowe). Ciagte pobudzenie komdrek glejowych, zwtasz-
cza w chorobach neurodegeneracyjnych, moze wtérnie
doprowadzi¢ do niszczenia komérek nerwowych oraz do
uszkodzenia bariery krew-mézg. Wiaze sie to z inten-
sywnym naptywem komérek uktadu odpornosciowego
(makrofagdéw, limfocytéw T i B, neutrofiléw), poja-
wieniem sie odczynu zapalnego i rozlegla degeneracja
struktur mézgu [44].

Do najpowazniejszych choréb neurodegeneracyjnych
nalezg choroby Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona
oraz stwardnienie zanikowe boczne. Z powodu ciagle
rosnacej liczby oséb dotknietych tymi schorzeniami
sa bardzo istotnym problemem zdrowia publicznego.
Doktadne mechanizmy ich patogenezy nadal nie sag w
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petni poznane. Uniemozliwia to stworzenie skutecz-
nej terapii schorzenia, ktéra obecnie opiera sie gléwnie
na terapii objawowej, polegajacej jedynie na tagodze-
niu objawéw choroby. W ostatnich latach duzo uwagi
poswieca sie mozliwo$ci wykorzystania komérek macie-
rzystych w medycynie regeneracyjnej i terapii genowe;j.
Poniewaz o$rodkowy uktad nerwowy ma ograniczona
zdolno$¢ regeneracji utraconych tkanek, badania nad
mozliwo$cia wykorzystania komdrek macierzystych w
celu zastepowania obumartych komérek nowymi neu-
ronami uzyskanymi w wyniku ich réznicowania cie-
szg sie duzym zainteresowaniem. Zastosowanie tego
rodzaju terapii moze ztagodzi¢ symptomy, jak réwniez
odwrécié postep choroby w sytuacji, w ktérej zawodza
inne metody leczenia. Mimo znacznego postepu wiedzy
na temat medycyny regeneracyjnej i biologii komérek
macierzystych, podstawowe pytanie dotyczace prze-
biegu procesu neurodegeneracyjnego oraz sposobu
jego spowolnienia, zatrzymania czy zapobiegania, nadal
pozostaje otwarte.

PATOGENEZA CHOROB NEURODEGENERACYINYCH

Choroby neurodegeneracyjne sg grupa wrodzonych lub
nabytych schorzen uktadu nerwowego, ktérych cecha
wspdlna jest postepujacy proces zwyrodnienia komé-
rek nerwowych prowadzacy do ich obumierania. W
neuronach stwierdza sie patologiczne zmiany bedace
wynikiem tworzenia sie w komérkach agregatéw zmo-
dyfikowanych biatek o konformacji p-harmonijki, cha-
rakteryzujacych sie neurotoksycznoscia i odpornoscia
na dziatanie enzyméw proteolitycznych. Agregaty te
moga mie¢ rézny sktad, jak réwniez umiejscowienie w
komérce. Ich pojawienie sie w komdrkach nerwowych
zaburza funkcje neurondéw, a tym samym homeostaze
komérkowa, co w konsekwencji pobudza astrocyty i
komérki mikrogleju do produkcji czynnikéw zapalnych,
takich jak cytokiny, tlenek azotu czy reaktywne rodniki
tlenowe. Neurony zawierajace patologiczne biatka sa eli-
minowane z mézgu w wyniku nekrozy lub apoptozy. Do
choréb neurodegeneracyjnych powodujacych najpowaz-
niejsze schorzenia nalezg: choroba Alzheimera (Alzhe-
imer disease, AD), Parkinsona (Parkinson’s disease, PD),
Huntingtona (Huntington’s disease, HD) i stwardnienie
zanikowe boczne (amyotrophic lateral sclerosis, ALS)
[44].

Choroba Alzheimera nalezy do grupy choréb neurode-
generacyjnych najczesciej wystepujacych wsréd wszyst-
kich schorzeti otepiennych. Dotyka przewaznie ludzi po
65 roku zycia. W obrazie neuropatologicznym stwier-
dza sie zewnatrzkomérkowe odktadanie nierozpuszczal-
nych, fibrylarnych ztogédw B-amyloidu w postaci plytek
starczych, ktérych obecno$é powoduje hiperfosfory-
lacje biatka tau i jego wewnatrzkomérkowa agregacje
w postaci splatkéw neurofibrylarnych (neurofibrillary
tangle, NFTs). Proces zachodzi w sposéb kaskadowy
(tzw. kaskada amyloidowa), co oznacza, ze degradacja
B-amyloidu jest Zrédtem zmian patologicznych w mézgu,
a pozostate zmiany majg charakter wtérny. W wyniku

choroby dochodzi do rozleglej degeneracji komérek ner-
wowych oraz zakoriczen synaptycznych w obrebie czesci
podstawnej przodomdzgowia, hipokampu, wechomé-
zgowia oraz kory skroniowej, z jednoczesnym wzrostem
aktywnosci komdrek glejowych i pojawieniem sie sta-
néw zapalnych [20,48,55,57,60].

Choroba Parkinsona to réwniez choroba neurodegene-
racyjna wystepujaca u oséb po 65 roku zycia. Charakte-
ryzuje sie zwyrodnieniem komérek nerwowych w czesci
zbitej istoty czarnej znajdujacej sie w §rédmézgowiu
pnia mézgu. Pojawienie sie objawdw choroby (sztywno$é
mie$niowa, drzenie spoczynkowe, narastajgca niespraw-
no$¢ ruchowa) jest spowodowane obumieraniem neuro-
néw dopaminergicznych, zwigzane ze zmniejszonym
wytwarzaniem dopaminy - neuroprzekaznika odpo-
wiedzialnego za kontrole napiecia mieéni i koordynacje
ruchu. Podobnie jak w innych chorobach neurodegene-
racyjnych, w obrazie neuropatologicznym obserwuje sie
wystepowanie w cytoplazmie neurondéw wtretéw zmo-
dyfikowanego biatka a-synukleiny, okre$lanych mianem
ciatlek Lewy’ego. a-Synukleina jest jednym z czynni-
kéw warunkujacym utrzymanie homeostazy dopaminy,
dlatego tez wszelkie zmiany w jej stezeniu, réwniez jej
agregacja, wplywaja niekorzystnie na neurony dopami-
nergiczne [6,40,42].

Choroba Huntingtona (plasawica Huntingtona) to gene-
tyczna choroba, ktéra w przeciwieistwie do choroby
Alzheimera czy Parkinsona, dotyka przede wszystkim
osoby mtode po 30 i 40 roku zycia. Przyczyng choroby
jest mutacja w genie HTT znajdujacym sie na chromoso-
mie 4 kodujacym biatko huntingtyne. Mutacja powoduje
powstanie zmodyfikowanej neurotoksycznej postaci
biatka, ktére jest gromadzone w komdrkach nerwowych
prazkowia bedacego czescig kresomdzgowia. Neurony
prazkowia sg odpowiedzialne za hamowanie pobudzenia
w obszarach ruchowych kory mézgowej. Ich obumiera-
nie prowadzi do nadmiernej stymulacji kory, wskutek
czego wystepuja mimowolne ruchy, okreslane jako ruchy
plasawicze. Poniewaz doktadna patogeneza plasawicy
Huntingtona nie zostata jeszcze w petni poznana, nie
opracowano takze skutecznej metody jej leczenia [3,5].

Innym przyktadem choroby zwyrodnieniowej uktadu
nerwowego jest stwardnienie zanikowe boczne (ALS).
Jest to postepujaca choroba spowodowana obumiera-
niem neuronéw motorycznych rdzenia kregowego i
kory mézgowej, prowadzaca do $mierci chorego. Patoge-
neza ALS jest prawdopodobnie wieloczynnikowa i nie do
korica poznana. Proces degeneracyjny wywoluje muta-
cja w genie SOD-1 kodujgcym dysmutaze ponadtlenkowa,
w wyniku ktérej dochodzi do zmiany w aktywnosci i
toksyczno$ci enzymu. W patogenezie ALS uczestnicza
réwniez inne mechanizmy, takie jak stres oksydacyjny,
toksyczno$é kwasu glutaminowego, uszkodzenia mito-
chondriéw, reakcje zapalne aktywowane przez astrocyty
i mikrogleju, tworzenie agregatéw biatek czy apoptoza
prowadzaca do $mierci uszkodzonych neuronéw moto-
rycznych [28].
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Poznanie mechanizméw lezacych u podtoza chordéb neu-
rodegeneracyjnych jest podstawowe dla opracowania
skutecznych metod ich leczenia. Stad tez wiele badan
poswieconych temu problemowi jest prowadzonych na
modelach komérkowych, z wykorzystaniem komérek
nerwowych hodowanych w warunkach in vitro.

HoDowLE KOMOREK NERWOWYCH IN VITRO WYKORZYSTYWANE W
BADANIACH CHOROB NEURODEGENERACYINYCH

Komérki nerwowe moga by¢ hodowane w warunkach in
vitro. Pierwsze doniesienia dotyczace hodowania komé-
rek nerwowych wyizolowanych ze zwojéw wspédtczul-
nych, rdzenia kregowego i mézdzku pochodzg z lat 70
ub.w. [18,33,37]. W 1977 r. Banker i Cowan po raz pierw-
szy uzyskali pierwotng hodowle komérek nerwowych
pochodzaca z hipokampa szczura, ktdra stata sie ,,zto-
tym standardem” hodowli neuronalnych [1]. Obecnie
hodowle komdrek nerwowych in vitro sg powszechnie
wykorzystywane w neurobiologii, m.in. w badaniach
dotyczacych farmakoterapii choréb uktadu nerwowego
(np. lekéw przeciwpadaczkowych), patogenezy choréb
zakaznych (neurowirulencji) czy chordb neurodege-
neracyjnych [7,10,11,12,13,51,52]. Ze wzgledu na to, ze
pierwotne komérki nerwowe sa trudne do uzyskania,
zwlaszcza ludzkie neurony, szerokie zastosowanie w
badaniach in vitro znalazty:

« komérki macierzyste
« linie komdrkowe, ktére mozna réznicowaé w komdérki o
charakterze neurondw, astrocytéw i oligodendrocytéw.

Komérki macierzyste

Komdrki macierzyste (stem cells, SCs) to niedojrzate
komérki organizmu, zdolne do samoodnowy, dzielenia
sie i réznicowania w dojrzate komdérki organizmu. Ze
wzgledu na zdolnos$¢ do réznicowania komdrki macie-
rzyste dzieli sie na takie, ktére moga réznicowa’ sie
do kazdego typu komdrek (totipotencjalne) oraz takie,
ktére wykazuja rézny stopienn ograniczenia potencjatu
do dalszego réznicowania (pluri-, multi- oraz unipo-
tencjalne) [26]. Natomiast ze wzgledu na pochodzenie

wyrdznia sie embrionalne komérki macierzyste (embry-
onic stem cells, ESCs) oraz somatyczne komérki macie-
rzyste (somatic stem cells, SSCs).

Neuronalne komdrki macierzyste (neural stem cells,
NSCs) sg obecne w o$§rodkowym uktadzie nerwowym
ssakéw, w strefach neurogennych mézgu: w strefie oko-
tokomorowej komér bocznych mézgu (periventricular
zone, PVZ) oraz w strefie podziarnistej zwoju zebatego
hipokampa (subgranular zone, SGZ). Charakteryzuja sie
nieograniczong zdolno$cia do samoodnawiania oraz do
réznicowania w kierunku wszystkich komérek uktadu
nerwowego (multipotencja), dzieki czemu odgrywaja
gléwna role w procesie regeneracji tkanki nerwowej [14].
Liczba NSCs w mézgu jest niewielka i mimo tej rezerwy,
o$rodkowy uktad nerwowy ma ograniczona zdolnosé
regeneracji tkanek utraconych w wyniku postepujacych
choréb neurodegeneracyjnych. Stad tez duze nadzieje
poktada sie w indukowanych pluripotencjalnych komér-
kach macierzystych (induced pluripotent stem cells,
iPSCs), ktére moga by¢ réznicowane do komérek neuro-
nalnych (iPSCs-N) [23,32,38,39,59].

Po raz pierwszy iPSCs otrzymano przez wprowadzenie
do mysich fibroblastéw czterech genéw: Oct4, Klf4, Sox2
oraz c-Myc za pomocg wektora retrowirusowego. Uzy-
skane z iPSCs komérki nerwowe nie tylko wytwarzaja
funkcjonalne potacznia synaptyczne, ale réwniez moga
zintegrowac sie z siecig neuronalna po transplantacji
do mézgu gryzoni [56]. Metoda z powodzeniem znala-
zla zastosowanie w wytwarzaniu réznych typéw ludz-
kich neuronéw z fibroblastéw uzyskanych od pacjentéw
dotknietych chorobg neurodegeneracyjng. Umozliwito
to znaczacy postep w opracowywaniu modeli in vitro,
zwlaszcza do badania mechanizméw komdérkowych
powodujacych schorzenia neurodegeneracyjne oraz
opracowywania nowych terapii choréb uktadu nerwo-
wego [14,26,30,32,34].

Linie komoérkowe

W badaniach dotyczacych chordb neurodegeneracyj-
nych wykorzystuje sie réwniez linie komérkowe, dzieki

Tabela 1. Linie komdrkowe wykorzystywane w badaniach in vitro wybranych choréb neurodegeneracyjnych (opracowanie wtasne wg. 26, 47, 48)

Choroba Parkinsona

Choroba Alzheimera

. Stwardnienie zanikowe
Choroba Huntingtona wardnienie zanfkow

boczne
SH-SY5Y SH-SY5Y
- ) NT2 N2a MN-1
Neuronalne linie komérkowe Ha SH-SY5Y NG108-15 NSC-34
LUHMES HN33
HEK293 HEK293
) - ] PC12 PC-12
Nieneuronalne linie komdrkowe HEK293 HL60 €05-7
THP-1 Hela

opracowanie wtasne wg [26,47,48]
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ktérym mozliwe jest obserwowanie bardzo wielu ele-
mentéw procesu chorobowego. Modele sa oparte na
neuronopodobnych liniach komérkowych (neuronal-like
cell lines), takich jak komérki ludzkiej linii neurobla-
stoma (SH-SY5Y) czy teratokarcinoma (NT2), sztucznie
réznicowane do komédrek nerwowych. Procesy zacho-
dzgce w wyniku schorzen neurodegeneracyjnych moga
by¢ badane z uzyciem nieneuronalnych linii komdrko-
wych (non-neuronal cel lines), do ktérych naleza: ludz-
kie embrionalne komdrki nerki HEK293 (w badaniach
PD, AD i HD), guza chromochtonnego nadnercza szczura
PC-12 (w badaniach AD i HD), mysie komérki nerki COS-7
(w badaniach HD) czy ludzka linia komérek biataczki
THP-1 (w badaniach AD). Inne linie komérkowe wyko-
rzystywane w badaniach wybranych choréb neurodege-
neracyjnych przedstawiono w tabeli 1 [46].

Linia komérkowa SH-SY5Y otrzymana w latach 70 ub.
w. ze szpiku kostnego pacjenta chorujgcego na ner-
wiaka jest najcze$ciej stosowanym modelem in vitro
do badania choroby Parkinsona, Alzheimera i Hunting-
tona. Komdrki maja biochemiczne i funkcjonalne cechy
charakterystyczne dla neuronéw, do ktérych naleza:
aktywno$¢ neuronalnych markerdéw enzymatycznych
(hydrolazy tyrozyny i p-dopaminy), swoiste wchtania-
nie noradrenaliny, ekspresja biatek neurofilamentdw,
opioidéw oraz nerwowego czynnika wzrostu. Ponadto,
w wyniku uzycia réznych substancji, takich jak kwas
retinojowy, ester forbolu, staurosporyna czy neurotro-
powy czynnik pochodzenia mézgowego (brain derived
neurotrophic factor, BDNF) mozliwe jest réznicowanie
komérek SH-SY5Y w celu uzyskania réznych fenotypéw
neurondw. Zastosowanie kwasu retinojowego umozliwia
uzyskanie neuronéw cholinergicznych, a uzycie dodat-
kowo estru forbolu pozwala otrzyma¢é neurony dopami-
nergiczne [58].

Nalezy jednak pamietad, ze ustalone linie komérkowe
sa wyprowadzone z komdrek nowotworowych lub
komérek prawidtowych, ktére w wyniku wielokrot-
nego pasazowania ulegly transformacjom nowotwo-
rowym. Sg to przewaznie komérki heteroploidalne
(majace nieprawidtowg liczbe chromosomdéw), cha-
rakteryzujgce sie zdolno$cia do nieograniczonej liczby
podziatéw. Ze wzgledu na niestabilno$¢ genetyczna,
komérki mogg zmienié pierwotng funkcje i charakte-
rystyke wzrostu. Komérki SH-SY5Y wykazujg znacznie
mniejszg wrazliwo$é na neurotoksyny czy substan-
cje neuroprotekcyjne niz pierwotne neurony $réd-
mézgowia. Co wiecej, w hodowli in vitro komérki nie
s zsynchronizowane i nie wszystkie majg markery
charakterystyczne dla dojrzatych neuronéw. Mimo
aktywnos$ci hydrolazy tyrozyny i p-dopaminy, syn-
teza dopaminy i noradrenaliny moze by¢ ograniczona
z powodu niedoboru karboksylazy dihydroksyfenylo-
analiny. Czynniki te sprawiajg, ze mimo iz linia SH-
-SY5Y jest powszechnie wykorzystywana jako model
in vitro w badaniach schorzeti uktadu nerwowego,
moga sie pojawié¢ pewne watpliwosci przy interpreta-
cji otrzymanych wynikéw [15,27,43].

TROJWYMIAROWE HODOWLE KOMOREK NERWOWYCH W BADANIU
CHOROB NEURODEGENERACYJNYCH

Jednym z najwiekszych osiagnie¢ w technikach hodowli
komérek byto wprowadzenie tréjwymiarowych uktadéw
hodowlanych. Dwuwymiarowe (2D) hodowle komérkowe
s rutynowo wykorzystywane w laboratoriach na catym
$wiecie, jednak nalezy uwzglednié to, ze sa to modele
prymitywne, ktére nie odzwierciedlaja w petni anatomii
i fizjologii tkanek. Podstawowe réznice miedzy dwu- i
tréjwymiarowymi hodowlami wynikaja z réznic w spo-
sobie adhezji komérek do podtoza, ich rozprzestrze-
niania, wzrostu, polarnosci, ekspresji gendéw i biatek,
zywotnosci, ruchliwosci, réznicowania, metabolizmu
czy odpowiedzi na bodZce. Jednak podstawowg réznica
miedzy komérkami hodowanymi w systemie 2D i 3D
jest odmienno$¢ w ich morfologii, poniewaz w ptaskich
hodowlach 2D przyleganie komérek nastepuje jedynie
z jednej strony komérki (w miejscu kontaktu z podto-
zem), podczas gdy w hodowlach 3D komérki przylegaja
do podloza cala swoja powierzchnia. Dzieje sie tak, gdyz
w hodowlach tréjwymiarowych sa wykorzystywane spe-
cjalne podtoza imitujagce macierz zewnatrzkomérkowa
(extracellular matrix - ECM), ktéra w warunkach in vivo
tworzy rusztowanie zapewniajgce wtasciwg strukture
komdrek i tkanek oraz miejsce magazynowania cytokin
i czynnikéw wzrostu. ECM kontroluje takze ich funkcjo-
nowanie przez regulacje oddzialywar komérka-komdérka
oraz komérka-macierz, a takze przez modulacje zewna-
trzkomdrkowych sygnatéw [25,50]. W warunkach in vitro,
w celu otrzymania hodowli tréjwymiarowej wykorzy-
stywane jest zazwyczaj komercyjne podtoze hodowlane
Matrigel, ktére wspiera rozwdj morfologiczny, prolife-
racje i wzrost komérek. Jego gtéwnymi sktadnikami sg
lamininy, kolagen typu 1V, proteoglikan, entaktyna oraz
czynniki wzrostu, wyekstrahowane z mysiego nowo-
tworu - miesaka Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) [9,45].
Hodowle tréjwymiarowe znacznie wiernej odzwiercie-
dlajg fizjologiczne warunki panujace in vivo niz hodowle
2D i w zwiazku z tym znalazly szerokie zastosowanie w
badaniach dotyczacych réznicowania komérek, w farma-
kologii, onkologii czy neurobiologii [7,19,45].

Najwiecej doniesiert o zastosowaniu tréjwymiarowych
hodowli komérkowych in vitro w badaniach schorzen
neurodegeneracyjnych dotyczy choroby Alzheimera. W
modelach tych wykorzystywano zaréwno linie komér-
kowe, gtéwnie SH-SY5Y, indukowane pluripotencjalne
komdrki macierzyste, jak i pierwotne hodowle neuronéw.

Jak juz wspomniano, jedna z cech wspdlnych schorzeti
neurodegeneracyjnych jest gromadzenie sie w komor-
kach nieprawidlowych biatek. W AD, oprécz patologii
biatka -amyloidu, stwierdzono réwniez patologie biatka
tau, ktére odpowiada za stabilizacje mikrotubul w neuro-
nach. W wyniki agregacji ufosforylowanej postaci biatka
tau dochodzi do zwyrodnienia wiékienkowego i tworzenia
splatkéw neurofibrylarnych (NFTs) w neuronach w obrebie
kory kojarzeniowej i §rédwechowej, hipokampa, zakretu
przyhipokampowego oraz ciata migdatowatego [17].
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Tréjwymiarowy model komdrek ludzkiej linii neuro-
blastoma SH-SY5Y do badania mechanizméw agrega-
cji biatka tau podczas AD zostal przedstawiony przez
Seidela i wsp. [47]. Opracowali technike hodowania
komérek neuroblastomy w postaci sferycznych agrega-
téw komdrkowych (sferoid) i réznicowania ich do neu-
ronéw bez konieczno$ci stosowania kwasu retinojowego,
staurosporyny czy neurotropowych czynnikéw pocho-
dzenia mdzgowego (NGF czy BDNF), ktére mogtyby
wplynaé na indukcje taupatii w komdrkach. Uzycie linii
komérkowej SH-SY5Y zamiast pierwotnych hodowli
komérek czy komérek macierzystych pozwolito na unik-
niecie ograniczen wynikajacych z trudnosci w dostep-
nosci i hodowli tego typu komérek. Hodowanie komdrek
SH-SY5Y w systemie 3D znaczaco przyspieszyto ich réz-
nicowanie do neuronéw w poréwnaniu do hodowli dwu-
wymiarowej.

Seidel i wsp. wykorzystali trzy warianty linii SH-SY5Y
wykazujace nadekspresje genu biatka tau (ON4R) znako-
wanego EGFP (enhanced green fluorescent protein):

« typ dziki (WT),

« wariant z pojedyncza mutacjg w genie biatka tau
(P301L),

» wariant qK280 z poczwérng mutacja w genie biatka tau
(AK280, P301L, V337M, R406W).

W wyniku mutacji AK280 i R406W dochodzi do przy-
spieszenia agregacji patologicznej postaci biatka tau, a
mutacje P301L i V337M powoduja nagromadzenie NFT w
neuronach wystepujacych w obrebie kory, pnia mézgu,
rdzenia kregowego i hipokampa. W celu indukowania
hiperfosforylacji biatka tau w warunkach in vitro bada-
cze zastosowali selektywny inhibitor biatkowej fosfa-
tazy 2A - kwas okasaikowy (OA), natomiast poczwdrna
mutacja w genie biatka tau wygenerowana zostata w celu
wzmocnienia taupatii, w poréwnaniu z wariantem dzi-
kim komérek linii SH-SY5Y. Sferoidy otrzymywano na
plytkach z mikroprébéwkami w ksztalcie piramid, wypo-
sazonych w 4 elektrody umozliwiajace pomiar impedan-
cji elektrycznej (Z) w czasie rzeczywistym. Zastosowanie
trzech wariantéw hodowli SH-SY5Y umozliwito uzyska-
nie szczegStowej ilo$ciowej analizy poréwnawczej doty-
czacej proceséw neurodegeneracyjnych zaleznych od
mutacji w genie biatka tau [47]. Nalezy jednak pamieta¢,
ze taupatia nie jest swoista dla AD, a wymienione muta-
cje wystepuja réwniez w innych postaciach otepier, stad
tez opisany model mégtby znaleZ¢ takze zastosowanie w
badaniach dotyczacych choroby Picka, postepujacego
porazenia nadjagdrowego, otepienia czotowo-skronio-
wego czy taupatii zwigzanej z parkinsonizmem sprzezo-
nym z chromosomem 17 (FTDP-17) [21].

Tréjwymiarowe hodowle sferyczne neuronéw zostaly
réwniez wykorzystane w badaniach dotyczacych neuro-
toksycznosci p-amyloidu. Choi i wsp. opracowali metode
hodowli neurosfer sktadajacych sie z pierwotnych szczu-
rzych neuronéw korowych, ktére architekturg przy-
pominajg kore mézgowa - region mézgu najbardziej

narazony na agregacje nieprawidtowego p-amyloidu [8].
Neuronalne komérki progenitorowe byly hodowane na
plytkach z mikrostudzienkami, w ktérych dochodzito do
ich agregacji i tworzenia neurosfer - sferycznych struk-
tur ztozonych z sze$ciu warstw komérek. Po 10 dniach
od zatozenia hodowli neurony byly w petni zréznico-
wane i faczyly sie ze sobg siecig wypustek neuronal-
nych. Nastepnie, neurosfery inkubowane byty w 5 uM
roztworze B-amyloidu, dzieki czemu mozliwe byto zaob-
serwowanie niektdrych patofizjologicznych cech cha-
rakterystycznych dla przebiegu AD. Za pomoca réznych
testéw ilosciowych oraz nowoczesnych metod wizuali-
zacji (m.in. TEM, SEM), badacze okreslali jego wpltyw na
zywotno$é, proliferacje, morfologie i degeneracje neu-
rondw [8]. Dzieki nim mozliwe bylo lepsze zrozumienie
neurotoksycznego wptywu ztogéw B-amyloidu na neu-
rony, ktéry objawia sie gtéwnie uszkodzeniami synaps,
zaburzeniami homeostazy jonéw wapnia, stresem oksy-
dacyjnym oraz indukcja apoptozy [22].

W badaniach dotyczacych mechanizméw agregacji zto-
géw B-amyloidu i biatka tau wykorzystano réwniez linie
ludzkich komérek progenitorowych ReNcell VM zdol-
nych do réznicowania w neurony i komdrki glejowe. W
celu uzyskania modelu 3D komdérki byty hodowane na
komercyjnym podtozu Martigel, zawierajacym duze ste-
zenia biatek macierzy zewnatrzkomérkowej mézgu. Choi
i wsp. [7] przyjeli hipoteze, ze skoro w hodowli 2D nagro-
madzony B-amyloid intensywnie dyfunduje z komérek
do ptyny hodowlanego, to w hodowli 3D, ze wzgledu na
ograniczona dyfuzje, dochodzié bedzie do jego wzmo-
zonej agregacji w komoérkach. Zaobserwowali réwniez
gwaltowny wzrost stezenia izoformy 4R biatka tau w
hodowli 3D w poréwnaniu z 2D. Izoforma 4R oraz jej
stosunek do izoformy 3R, pelni wazna role w zachowa-
niu prawidtowego funkcjonowania biatka tau. Wszelkie
zmiany w tym stosunku zaburzajg prawidlowe funkcjo-
nowanie biatka tau, a tym samym do powstania taupatii
[53]. Choi i wsp. wykazali, ze molekularne mechanizmy
zwiazane z hiperfosforylacjg biatka tau sa indukowane
w wyniku nagromadzenia toksycznych form -amyloidu.
Potwierdza to hipoteze, ze neurodegeneracja w AD jest
procesem kaskadowym, w ktérym pierwotnym zdarze-
niem jest odktadanie sie p-amyloidu w postaci blaszek
starczych, natomiast hiperfosforylacja i wewnatrzko-
morkowa agregacja biatka tau ma charakter wtérny [7].
Dane te wskazuja, ze hodowanie komérek w warunkach
3D nie tylko przyspiesza ich réznicowanie do neuronéw,
ale réwniez umozliwia badanie mechanizméw patoge-
nezy nie tylko AD, ale réwniez innych chordb neurode-
generacyjnych.

Model tréjwymiarowej hodowli neuronéw do badania
mechanizméw AD przedstawili Zhang i wsp. [62]. W
badaniach wykorzystali wyprowadzone z indukowanych
pluripotencjalnych komdrek macierzystych (iPSC) neu-
roepitelialne komdrki macierzyste (It-NES), z ktérych
nastepnie uzyskano populacje komdrek nerwowych
z wysokim procentowym udziatlem neuronéw i niska
liczbg komérek glejowych (<10%). W celu otrzymania
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Ryc. 1. Pierwotna hodowla neurondw wyizolowanych z mézgéw ptoddw myszy BALB/c. Poszczegdlne typy komérek nerwowych wystepujacych w hodowli
identyfikowano na podstawie specyficznych biatek stanowiacych swoiste markery komdrkowe: A — neurony (TAU), B — astrocyty (GFAP), C— oligodendrocyty
(CNP). Preparaty wybarwione zostaty immunofluorescencyjnie z uzyciem mysich przeciwciat: anty-Tau-5, anty-GFAP i anty-CNP. Do wizualizacji reakdji uzyto
przeciwciat drugorzedowych anty-mysich 1gG-FITC (kolor zielony), a jadra komdrkowe wyznakowane zostaty barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski).
Zdjecia wykonano z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego Olympus BX60. Powiekszenie 200x (badania wfasne)

hodowli 3D komérki hodowano na peptydowym hydro-
zelu, ktéry zapewnia odpowiednig sztywno$¢ i umozli-
wia dlugoterminowg hodowle komérek nerwowych [61].
Prezentowany model znalazt zastosowanie w badaniach
dotyczacych wplywu p-amyloidu na kinaze aktywowana
biatkiem p21 (PAK), ktéra petni istotne funkcje w regu-
lacji proceséw zwigzanych z ruchliwoscia, dynamika
cytoszkieletu aktynowego oraz morfologia i przezywa-
niem neurondw.

Reorganizacja cytoszkieletu komérkowego jest jedng ze
zmian morfologicznych neuronéw charakterystyczna
dla proceséw apopotycznych towarzyszacych AD. Wcze-
$niejsze badania wykazaly, ze poziom kinaz PAK1 i PAK3,
ktére wptywaja réwniez na rozwéj przodomdzgowia,
znaczgco spada u pacjentéw w péznym stadium AD [35].
W przebiegu AD stwierdzono réwniez powstawanie krét-
kich eozynowych filamentéw o grubos$ci 7 nm, zbudowa-
nych gléwnie z aktyny i kofiliny, okreslanych jako ciatka
Hirano, a takze polimeryzacje aktyny indukowana obec-
noscia f-amyloidu [41].

Zhang i wsp. wykazali, ze stymulowanie neuronéw oli-
gomerem B-amyloidu spowodowato translokacje akty-
wowanej kinazy PAK (pPAK) z cytoplazmy do btony
komdrkowej oraz spadek stezenia drebryny (biatka sta-
bilizujacego aktyne), co byto mozliwe do zaobserwowa-
nie jedynie w komérkach hodowanych w systemie 3D. W
dwuwymiarowej hodowli nie stwierdzono by oligomery
B-amyloidu wptynety na dystrybucje pPAK czy drebryny
[62]. Wskazuje to, ze pewne mechanizmy zwigzane z cho-
robami neurodegeneracyjnymi mozna zbada¢ w warun-
kach in vitro jedynie z uzyciem modeli tréjwymiarowych,
ktére wykazuja znacznie wieksze podobieristwo do
tkanki pod wzgledem kontaktéw miedzykomérkowych,
$ciezek sygnatowych i ekspresji genéw niz hodowle dwu-
wymiarowe.

PERsPEKTYWY

Poznanie mechanizméw lezacych u podloza choréb neu-
rodegeneracyjnych ma podstawowe znaczenie dla opra-
cowania skutecznych metod ich leczenia. Dlatego tez
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Ryc. 2. Dwuwymiarowa (2D) i tréjwymiarowa (3D) pierwotna hodowla neuronéw wyizolowanych z mézgéw ptodow myszy BALB/c. W celu uzyskania hodowli 3D
neurony hodowano na podtozu Matrigel. Preparaty wybarwione zostaty immunofluorescencyjnie z uzyciem przeciwciat: mysich anty-Tau-5 i anty-mysich
Texas Red-X (kolor czerwony). Jadra komérkowe wyznakowane zostaty barwnikiem Hoechst 33258 (kolor niebieski). Zdjecia wykonano z uzyciem mikroskopu
konfokalnego Leica TCS SP8 WLL(KAWA.SKA). Do analizy obrazéw 3D wykorzystano oprogramowanie LAS AF (badania wfasne)

wazne jest stworzenie takiego modelu komérkowego,
ktéry najwierniej odwzoruje fizjologiczne warunki panu-
jace w mézgu. W tym celu wykorzystano tréjwymiarowe
hodowle komérek nerwowych, otrzymane w procesie réz-
nicowania komérek macierzystych lub nowotworowych
linii komérkowych. Jednak duzo bardziej odpowiednim
modelem badawczym mogtyby by¢ pierwotne hodowle
komoérkowe, ktére powstaja w wyniku pobrania bezpo-
$rednio z organizmu tkanki lub narzadu, dzieki czemu
komérki zachowuja morfologiczne i fizjologiczne podo-
biefistwo do tkanki macierzystej. Mimo ze pierwotne
hodowle komérek sg trudne do utrzymania i zwykle
wymagajg bardziej ztozonych pozywek, z fizjologicznego
punktu widzenia, moga zapewnic lepsze odzwierciedlenie
warunkdéw panujacych in vivo niz linie komdrkowe.

Pierwotne hodowle komérek nerwowych zwykle sa pro-
wadzone na materiale pobranym z 17-19-dniowych
plodéw szczurzych lub mysich [10,29]. Oczywiscie w przy-
padku zarodkdéw szczura, ktére sg znacznie wieksze niz
zarodki mysie, hipokamp jest tatwiejszy do odréznienia
od innych struktur mézgu. Zaktadajac pierwotng hodowle
neuronéw nalezy wzia¢ pod uwage, ze w zawiesinie komé-
rek mogg sie znalez¢ réwniez liczne komérki glejowe czy
tez inne elementy tkanki nerwowej. Ich wyeliminowa-

nie jest mozliwe dzieki zastosowaniu specjalnych ptynéw
hodowlanych oraz czynnikéw wzrostowych czy selekcyj-
nych. Do hodowli neuronéw zwykle jest stosowany ptyn
Neurobasal wzbogacony suplementem B27, ktéry zapo-
biega niepozadanemu wzrostowi komdérek glejowych w
kulturze - hodowle w nim prowadzone zawierajg mniej
niz 5% komdrek glejowych [4]. Natomiast astrocyty sa
znacznie mniej wymagajace niz neurony i rosna w plynie
MEM (minimal essential medium), ktéry jest standardowo
stosowany w hodowli innych typéw komérek [29].

We wczesnym etapie rozwoju neurony hodowane in vitro
majg krétkie wypustki, przez co trudno je odréznié¢ od
komorek gleju. W pézniejszym etapie, gdy neurony osia-
gaja dojrzato$é, ich wtékna nerwowe (dendryty i aksony)
staja sie znacznie dluzsze i rozgatezione. Komdrki gleju
cechuje duza réznorodno$¢ morfologiczna. Astrocyty
to komdérki o gwiazdzistym ksztalcie (glej gwiazdzisty)
majace liczne rozgatezione wypustki rozchodzace sie we
wszystkich kierunkach, oligodendrocyty, okreslane réw-
niez jako glej skapowypustkowy, maja nieliczne i znacz-
nie ciefisze wypustki, a mikroglej to komérki z jedna lub
dwiema bardzo dtugimi wypustkami. Poszczegdlne typy
komoérek nerwowych mozna identyfikowaé immunoflu-
orescencyjnie na podstawie wystepujacych w nich swo-
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istych biatek stanowigcych swoiste markery komérkowe.
Dla neurondéw sa to biatka tau i MAP2 (biatka towarzy-
szace mikrotubulom), dla astrocytéw - GFAP (glejowe
kwasne biatko wibkienkowe), dla oligodendrocytéw -
CNP (fosfodiesteraza-2’,3’-cyklicznych nukleotydéw)
(ryc. 1) [31]. Mozna je réwniez hodowaé na podtozu
Matrigel [16], w celu uzyskania hodowli 3D, dzieki czemu
mogly by sie sta¢ dobrym modelem do badania prze-
biegu procesu neurodegeneracji (ryc. 2).

PobsumowaNIE

Ze wzgledu na wzrost populacji oséb w podesztym
wieku wzrasta liczba chorych na schorzenia neurode-
generacyjne, co jest bardzo waznym problemem zdro-
wia publicznego. Mimo stale dokonujgcego sie postepu
w badaniach dotyczacych mechanizméw prowadza-

PismiennicTwo

cych do zmian neurodegeneracyjnych, wiedza na ich
temat nie jest nadal kompletna, a z powodu braku sku-
tecznych metod leczenia pozostaja chorobami nieule-
czalnymi i §miertelnymi. Dotychczasowe doniesienia
dotyczgce badania przebiegu procesu neurodegene-
racji prowadzone na réznorodnych modelach in vitro,
chociaz czesto bardzo obiecujace, nie przyniosty zna-
czacego postepu klinicznego. Z tego wzgledu stale sg
poszukiwane najodpowiedniejsze modele badawcze,
dzieki ktérym odpowiedZ na pytanie - jak przebiega
proces neurodegeneracji stanie si¢ zrozumiata. Dlatego
tez dobrym narzedziem stuzacym do poznania mecha-
nizmdéw powstawania choréb uktadu nerwowego oraz
do testowania nowych lekéw moga sie sta¢ doswiadcze-
nia prowadzone na zywej tkance nerwowej w postaci
tréjwymiarowej pierwotnej hodowli komérek nerwo-
wych.
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