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1 Seznam pouzitych zkratek

AP
AFP
BDNF

bFGF

BMP
cDNA
CIv
CLC

CMP
CNS
CNTF
CT
DAPI
DIV

DMEM

DMEM/F12

DNA
D0-D15
EBs

EC

EG
EpiSCs
ES
ESGRO
FBS
FITC
FORSE-1
GATA
GFAP

GFP
gpl30
hES

HPRT
HSCs

ICM
IGF

alkalicka fosfataza

o-fetoprotein

neurotroficky faktor odvozeny z mozku (brain-derived
neurotrophic factor)

bazicky fibroblastovy rlstovy faktor (basic
fibroblast growth factor)

kostni morfogenni protein (bone morphogenic protein)
komplementarni deoxyribonukleova kyselina

tvorba chimér in vivo (chimera production in vivo)
kardiotrofinu podobny cytokin (cardiotrophin-like
cytokine)

cevni mozkova pfihoda

centralni nervovy systém

ciliarni neurotroficky faktor (ciliary neurotrophic factor)
kardiotrofin

4’, 6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid
diferenciace riznych bunék in vitro (differentation in
vitro)

zakladni kultivaéni médium (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium)

bezsérove diferenciacni médium

deoxyribonukleova kyselina

1.-15. den kultivace nebo diferenciace bunék
embryoidni téliska (embryoid body)

embryonalni karcinomové buriky (embryonic
carcinoma)

primordialni zarode¢né buriky (embryonic germ)
kmenové buriky epiblastu (epiblast stem cells)
embryonalni kmenoveé burnky (embryonic stem)
komer&né dostupna forma rekombinantniho mysiho LIF
fetalni bovinni sérum (fetal calf serum)
fluoresceinizothiokyanat

primarni protilatka proti LeX antigenu

transkripéni faktor

glialni fibrilarni kysely protein (glial fibrillary acidic
protein)

zelené fluoreskujici protein (green fluorescent protein)
transmembranovy glykoprotein 130

lidské embryonalni kmenové burnky (human embryonal
stem)

housekeeping gen

hematopoetické kmenovée burky (hematopoetic stem
cells)

buriky embryoblastu (inner cell mass)

insulinu podobny rastovy faktor (insulin-like growth
factor)



lg

IHC a ICC
IL

JAK

IVF

Lc

LeX

LIF

LIFR
MAP-2

MRNA
M+M

MASH-1
n

Nanog
N-CAM

NGF

NK buriky
NP

NPG
Oct-3/4
OSM
PAX-6
PD

PBS

Pcd
PCOS
PID

PNS

PR

RA

RNA
RT-qgPCR

SCA
Smad
SSEA

STAT

TATA box
TIV

TRA

WB

WT

imunoglobulin

imunohistochemie a imunocytochemie

interleukin

kindzy Janusovy rodiny (Janus kinase)

in vitro fertilizace

Lurcher (+/Lc)

karbohydratovy povrchovy bunéény epitop Lewis-X
leukemicky inhibi¢ni faktor (leukemia inhibitory factor)
receptor pro LIF

protein nachazejici se v télech a dendritech neuron
(microtubuli-associated protein-2)

mediatorova ribonukleova kyselina

morfologické a dalSi markery ES bunék (morfology and
markers ES cells)

gen exprimovany v diferencujicich neuronech
rozsah souboru

transkrip¢ni faktor

protein na povrchu neurond (neural cell adhesion
molecule)

nervovy rastovy faktor (nerve growth factor)
lymfocyty ,pfirozeni zabijeci (natural killer cells)
neurotrofin

neuroprogenitory

transkripéni faktor (octamer binding protein 4)
onkostatin M (oncostatin M)

gen pro transkripcni faktor (paired box gene 6)
Parkinsonova choroba

fyziologicky roztok

Purkynje cell degeneration

syndrom polycystickych ovarii

hluboky panevni zanét (pelvic inflammatory disease)
periférni nervovy systém

pregnancy rate

kyselina retinova (retinoic acid)

ribonukleova kyselina

reverzni transkripce - kvantitativni real-time
polymerazova fetézova reakce

spinocerebelarni atrofie, spinocerebelarni ataxie
proteinové mediatory aktivace transkripce
povrchové karbohydratoveé epitopy (stage-specific
embryonic antigen)

intracelularni proteiny zprostredkujici aktivaci
transkripce (signal transducer and activator of
transcription)

pocate¢ni nukleotidova sekvence DNA

tvorba teratomu in vivo (teratoma production in vivo)
povrchové glykoproteinove epitopy

western blot

wild type (+/+)



2 Abstrakt

Embryonélni buriky uvnitf blastocysty, které se dale déli a
diferencuji v burniky vSech tkani organismu se nazyvaji embryonalni
kmenoveé (ES) bunky. VyuZziti lidskych ES bunék formou transplantaci
je jednou z moznych cest regenerativni mediciny.

PfedloZzend prace zahrnuje studium 2 ruznych linii mysSich
pluripotentnich bunék - embryonalnich karcinomovych bunék (EC)
P19 a ES bunék linie D3. Burnky jsme Kkultivovali v z&kladnim
kultivanim médiu s fetalnim bovinnim sérem (FBS) a navic u ES
bunék s leukemickym inhibi¢nim faktorem (LIF). Tyto slozky zajiStuji
jejich pluripotenci a sebeobnovu. Nasledovala  jejich
neurodiferenciace zménou kultivaéniho média, bez FBS a u ES
bunék i bez LIF. Naopak do média byla pfidavana Kk indukci
neurodiferenciace retinova kyselina (RA) a u ES bunék byla navic
zafazena kultivace embryoidnich télisek (EBs). Pluripotence a
neurodiferenciace bunék byla ovéfena molekularné-biologickymi
metodami, kterymi byly zjiStény u obou linii nediferencovanych bunék
markery pluripotence a po jejich neurodiferenciaci pfitomnost
neurondlnich markeru.

Nasledovaly transplantace, pfi nichz byly mySi EC P19 burky
trvale transfekované genem pro zelené fluoreskujici protein (GFP)
aplikovany do zdravého mozecku mysi typu wild (WT) a postizeného
mozecku mysi typu Lurcher (Lc). Byly pouzity nediferencované
buriky (P19) a od nich odvozené neuroprogenitory (NPG) a
hodnoceno bylo pfezivani, morfologie a lokalizace transplantatu.

Pfezivani obou typd GFP pozitivnich transplantatd bylo
srovnatelné a nezavislé na typu mysi. Pfezivani NPG i P19 bunék
bylo vyznamné nizsi u mySi Lc neZ u mySi WT. Destrukce uvnitf
transplantatu byly zjiStény pouze v transplantatech s NPG, expanze
byla pfitomna vzdy po aplikaci P19 bunék a méné u NPG.
Transplantované buriky nemigrovaly a neSifily se v ramci mozecku.
Fenotyp GFP pozitivnich transplantovanych bunék byl prokazan
imunohistochemicky pfitomnosti neuronalnich markert. Z hlediska
lokalizace se transplantat vyskytoval u mySi WT prevazné
v mozec€ku, ale u mysi Lc vzdy mimo mozecek s neurodegeneraci.

LIF jsme se dale vénovali v SirSim kontextu — vyznam tohoto
cytokinu v Casné embryogenezi a tim padem i v plodnosti je Siroce
zkouman nejen na buné&nych liniich, ale i u lidi. Zkoumali jsme tedy i
vyznam LIF na plodnost Zen a vénovali jsme se pfimé korelaci
mutaci v genu pro LIF sjejich plodnosti. VySetfovali jsme mutace
v tomto genu jak v populaci infertilnich Zen, tak v kontrolni populaci
zdravych plodnych Zen. U 15 neplodnych Zen byla nalezena
identicka mutace v exonu 3 na pozici 3400 genu pro LIF, ktera vede
pfi translaci k zdméné valinu za methionin v kodonu 64 (V64M), jez
je soucéasti AB Kklicky LIF proteinu, kliCové oblasti v interakci
s receptorem pro LIF. Nasledné byl zkouméan vliv této mutace na
uspésnost lécby neplodnosti téchto Zzen ve srovnani se skupinou
neplodnych Zen bez pfitomnosti mutace.



3 Abstract

Embryonic cells inside the blastocyst, which divide and
differentiate into cells of all tissues of organism, are called embryonic
stem (ES) cells. Using the ES cells for transplantations is one the
potential ways in regenerative medicine.

The present study deals with two different lines of mouse
pluripotent cells: embryonic carcinoma (EC) cells line P19 and ES
cells line D3. The in vitro cultivation was performed in basal
cultivation medium with fetal bovine serum (FBS) and in addition of
leukemia inhibitory factor (LIF) in case of ES cells. The
neurodifferentiation was induced by medium without FBS and without
LIF in case of ES cells and supported by retinoic acid in case of P19
cells and embryoid bodies -cultivation in case of ES cells.
Pluripotency and neurodifferentiation of the cells were confirmed by
presence of molecular markers of pluripotency and
neurodifferentiation in  both lines in nondifferentiated and
differentiated states.

Mouse EC P19 cells were transfected by gene for green
fluorescent protein (GFP) and used for transplantation in cerebellum
of wild type (WT) and Lurcher (Lc) mutant mice. Nondifferentiated
cells (P19) and neuroprogenitors (NPG) derived from these cells
were used. The study followed the survival, morphology and
localization of the grafts.

The survival of both types of GFP grafts was similar in both types
of mouse. Survival of NPG and P19 cells was significantly lower in
cerebellum of Lc than WT mice. Destructions of grafts were found
only in NPG grafts; expansions were more frequent in grafts with P19
cells, than in NPG grafts. The transplanted cells didn’'t migrate nor
spread into cerebellum. The phenotype of GFP transplanted cells
was confirmed by presence of neuronal markers by using
immunohistochemistry. Grafts were localized in WT mouse mainly in
cerebellum on the contrary to Lc mouse, where they were localized
outside the degenerated cerebellum only.

Part of the presented study was focused on the characteristic of
LIF and its impact on early embryogenesis. This also means its
importance for fertility which is deeply investigated also in humans
and not only in cell lines. So the part of the study was dedicated to
the correlation of the LIF gene status and fertility in women. We
investigated the prevalence of the LIF gene mutations in the
population of infertile and control healthy fertile women. In fifteen
infertile women the potentially functional LIF gene mutation, the G to
A transitions at the position 3400 leading to the valin to methionin
exchange at codon 64 (V64M) in the AB loop region of the LIF
protein, were detected. Finally, the possible impact of this mutation
on the infertility treatment outcome was followed.



4 Uvod
4.1 Embryonalni buriky a jejich typy

Prvni embryonalni burnky vzniklé z oplozeného vajicka se nazyvaji
blastomery a maji schopnost ryhovanim vytvaret a diferencovat se
v dcefiné bunky vSech 3 zarodecnych listld (ektoderm, mesoderm a
entoderm) a také v bunky extraembryonalnich tkani. Takové buriky
nazyvame, stejné jako zygotu, totipotentni. Pak nasleduje stadium
moruly a dale u savcl blastocysty, jez obsahuje embryoblast, ze
kterého jsou odvozeny embryonalni kmenové bunky (ES -
embryonic stem cells). Tyto burky jsou pluripotentni, lze je in vitro
za urcitych laboratornich podminek nejen diferencovat v burky
ektodermu, mesodermu a entodermu, ale také nekone¢né mnozit
[Filip et al., 2006]. Mezi embryonalni bunky s vysokou schopnosti
diferenciace nalezi téz primordialni zarodec¢né bunky (EG -
embryonic germ c.) a nakonec embryonalni nadorové buriky (EC —
embryonic carcinoma c.) neboli kmenové bunky tumort. U mySi byly
odvozeny kmenové bunky epiblastu (epiblast stem cells — EpiSCs)
[Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007].

Mysi ES bunky byly poprvé ziskdny z embryoblastu mysSich
blastocyst [Evans a Kaufman, 1981]. Nejdfive se mySi ES burky
udrzovaly na podparnych vrstvach mysich fibroblastl. Naslednym
vyzkumem bylo zjisténo, Ze KkliCovym faktorem pro udrzeni
pluripotence mysSich ES bunék je leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF-
leukemia inhibitory factor).

Lidské ES bunky byly izolovany obdobnym postupem jako mysi, ale
mnohem pozdéji, az v r. 1998 [Thomson et al., 1998]. BohuZzel pfi
ziskavani lidskych embryonalnich kmenovych bunék jsou nasnadé
zasadni etické problémy.

Embryonalni  zarode¢né (EG) bunky jsou odvozeny od
embryonalnich primordialnich zarodecnych bunék embryi (8,5-12,5
dne), ze kterych se pozdéji diferencuji spermie a vajicka. Ziskat je
Ize pfimo z ventromedialni &asti urogenitalni listy (plica genitalis)
¢asného embrya. Tyto buriky se pak za pfitomnosti cytokini LIF a
bazického fibroblastového rustového faktoru (bFGF-basic fibroblast
growth faktor) mohou reprogramovat v méné diferencované elementy
[Filip et al., 2006].

Linie bunék odvozené od nediferencovanych kmenovych bunék
z tumord zarodeénych bunék jsou nazyvany embryonalni nadorové
kmenové bunky (EC - [Brinster, 1974; McBurney a Rogers, 1982;
Andrews et al., 1984]). Tento druh bunék byl ziskan dfive, nez vySe
uvedené kmenové bunky a slouZzi jako dllezity diferenciacni model in
vitro. Geneticka stabilita téchto bunék je nizSi. Naopak jejich vyhodou



je menSi zavislost na specifickych ristovych faktorech (napf. je Ize
kultivovat bez LIF).

Kazda tkan dospélého organismu obsahuje malou subpopulaci
bunék, které jsou schopné sebeobnovy a neomezené proliferace,
tzv. multipotentni adultni kmenové bunky. V Ié€bé jsou nejvice
pouzivany lidské hematopoetické kmenové bunky (HSCs), které jsou
ziskavany z kostni dfené. Mikroprostfedi v kostni dfeni (niche)
podporuje HSCs buriky, obsahuje vSechny potifebné faktory pro jejich
Zivotnost a nasledné umoznuje vyvazenou produkci zralych bunék po
celou dobu zivota [Filip et al., 2006].



4.2 Soucasny stav vyzkumu embryonalnich kmenovych
bunék

V tabulce 1 jsou uvedeny Zivocisné druhy, od kterych byly ziskany
linie nediferencovanych bunék in vitro z moruly nebo blastuly, jez se
vyznacuji morfologickymi a dalSimi markery (M+M-morfology and
markers ES cells) ES bunék, diferenciaci v rizné typy bunék in vitro
(DIV-differentation), vytvareji teratomy (TIV-teratoma production in
vivo) nebo chimeéry in vivo (CIV-chimera production in vivo) [Gardner
et al., 2006]:

Tabulka 1- Seznam zivoc&iSnych druh, od kterych byly ziskany linie
nediferencovanych bunék in vitro

. Zakladni charakteristika
Zivocisny druh

Rattus norvegicus (Potkan obecny) M+M, CIV

Mesocricetus auratus (Kfecek zlaty) DIV

Oryctolagus cuniculus (Kralik doméci) | M+M, CIV, DIV

Mustela lutreola (Norek evropsky) M+M, DIV

Sus scrofa (Prase domaci) M+M, CIV, DIV
Ovis ammon (Ovce domaci) M+M

Bos primigenius (Tur domaci) M+M, DIV, CIV
Eguus caballus (Kan domaci) DIV

Callithrix pygmaea (Kosman zakrsly) DIV

Macaca mulatta (Makak rhesus) TIV

Gallus gallus (Kur doméaci) DIV, CIV
Oryzias latipes (Medaka japonska) DIV, CIV
Danio rerio (Danio pruhované) DIV, CIV
Sparus aurata (Mofan zlaty) DIV, CIV
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4.3 Charakterizace kmenovych bunék

ES burky patfi mezi pluripotentni bunky, jez neni mozné jakkoliv
vyuzivat bez jejich detailni in vitro charakterizace. Charakterizace
jednotlivych linii ES bunék se provadi napf. z ddvodu zvySeni
bezpecénosti bunécné terapie pred jejich transplantaci [Gersh et al.,
2009], kdy jsou studovany vedlejSi ucinky a feSeny dalSi problémy
spojené s prezivanim a funkénosti transplantdtu (napf. nizké
prezivani ¢i naopak neomezena proliferace a tim vznik tumor( z
transplantovanych bunék). Tabulka 2 zahrnuje nékteré molekularni
znaky, které charakterizuji pluripotentni embryonalni bunky lidi a
mysi:

Tabulka 2 — Seznam molekularnich znakd mysich a lidskych
embryonélnich kmenovych bunék

Nazev Lokalizace MysSi MysSi Lidske Lidske

markeru markeru EC ESC EC ESC

SSEA-1 Membrana + + - -

SSEA-3 Membrana - - + +

SSEA-4

TRA-1-60 Membrana - - + +

TRA-1-81

Oct-3/4 Transkripéni | + + + +
faktor

AP Membrana + + + +

Aktivita Intracelularni | + + + +

telomerazy

SSEA-1(stage-specific embryonic antigen) je povrchovy antigen
(glykosfingolipid) blastomer, vznikajicich pfi ryhovani embryoblastu
(ICM-inner cell mass) a trofektodermu pozdni blastuly nebo moruly
mysSi. Jde o charakteristicky povrchovy karbohydrat ES a EC bunék,
jenz je u mysi zastoupen epitopem Lewis X [Muramatsu et al., 2008].

SSEA-3, -4 jsou podobné povrchové antigeny ES a EC bunék
Clovéka.

TRA-1-60, -1-81 (tumor rejection antigen) nalezi do rodiny kyseliny
sialové ES a EC bunék ¢lovéka.
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Oct-3/4 patfi k transkripénim faktordm rodiny POU, ktery je
exprimovan v totipotentnich a pluripotentnich burikach, kam nalezi i
EC a ES bunky [Gardner et al., 2006].

AP (alkalicka fosfataza) se vyskytuje nejen v kmenovych bunkach,
dale i v bunikach placenty, stfeva, jater, ledvin a kosti, ale v mensim
mnoZstvi se nachazi témeér ve vSech tkanich téla a jeji narlst je také
vazan na pocatek vzniku entodermu.

Telomeréza je reverzni transkriptaza, ktera pasobi na telomery.
Existuje vztah mezi jejich délkou a po¢tem déleni buriky. Nejedna se
o pfimy intracelularni znak kmenovych bunék, ale pouze o znak
pomocny.

4.4 Leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF) a jeho funkce

LIF je vysoce glykosylovany protein (38-67 kDa), ktery byl jako jeden
z prvnich pouzivan pro kultivaci ES bunék. Nalezi mezi cytokiny
rodiny interleukinu 6 (IL-6), kam patfi i interleukin 11 (IL-11),
kardiotrofin (CT-1), ciliarni neurotroficky faktor (CNTF), onkostatin M
(OSM), kardiotrofinu podobny cytokin (CLC) a neurotrofin (NP).
Cytokiny rodiny IL-6 se ve svych funkcich v dospélém organismu
doplnuji a uplatiuji se v krvetvorném, nervovém, kardiovaskularnim
a endokrinnim systému a také pfi zménach kostni a tukové tkané.
Rozmanitost jejich G€inku je zajiSténa jejich Casové i prostorové
specifickou expresi, ale i specifickou expresi jejich receptorovych
podjednotek [Kotasova, 2009]. Prvni jeho nalezena funkce in vitro
byla inhibice rustu leukemické bunécéné linie M1, kde byl LIF schopen
tyto buriky terminalné diferencovat v makrofagy a tim ukoncit jejich
sebeobnovu [Gearing et al., 1987]. LIF mé& velice duleZitou ulohu i v
embryo-endometrialni komunikaci savcu [Herrler et al., 2003; Stewart
et al., 1992; Stewart, 1994].

Vyznam LIF byl prokadzan jiz béhem embryogeneze u mysi, kdy
homozygotni samicky s inaktivovanym genem pro LIF nejsou
schopny zabfeznout, protoZe LIF je nutny pro uhnizdéni blastocysty
ve sliznici délohy [Stewart et al., 1992]. V prabéhu vyvoje nervové
listy LIF téZ podporuje diferenciaci a pfezivani senzorickych neuront
[Murphy et al., 1997]. Po narozeni mysi s inaktivnim genem pro LIF
jsou u ni pozorovany anatomické abnormality v hipokampu d&i
zvySeny pocet c&ichovych sensorickych neurond a zejména
redukované mnozstvi krvetvornych kmenovych bunék [Escary et al.,
1993; Bugga et al.,, 1998; Lin et al., 2005]. LIF blokuje také
diferenciaci mySich ES bunék za pfitomnosti séra nebo jeho
nadhrazek [Smith et al., 1988; Wiliams et al., 1988], kde hlavni
slozkou, ktera se podili na sebeobnové bunék, je kostni
morfogeneticky protein 4 (BMP4). Nepfitomnost receptoru pro LIF
(LIFR) m& téz zavazné dusledky pro mysSi. Z tohoto duvodu maji
bfezi mysSi Spatné vyvinutou placentu a naslednou hypoxii dochazi u
embryi k redukci kostni tkdné a motorickych neuronti [Ware et al.,
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1995]. Kromé toho LIF zvySuje expresi podskupiny genu
regulovanych progesteronem (insulin-like growth factor - IGF-binding
protein 3, amphiregulin a immune response gene-1) na luminalnim
jednovrstevném cylindrickém epitelu [Sherwin et al., 2004].

Jednou z funkci LIF, s ohledem na endometrium, je i regulace
populace uterinnich leukocytll. To bylo potvrzeno zkoumanim LIF
knockout mysi, ktera ma ve druhé poloviné sekreCni faze
menstruac¢niho cyklu dvojnasobny pocet NK bunék oproti mysi typu
wild [Schofield a Kimber, 2005].

Cai aj. pfidavali LIF nebo jeho protilatky do média pfi kultivaci mysi
blastocysty in vitro a zjistili zna¢ny pfiristek blastocysty na déloznim
jednovrstevném epitelu [Cai et al., 2000]. Stejni autofi dale
pozorovali, ze se LIF vyskytuje béhem ,implantation window" mysi
zejména v epitelidlnich burikdch lumen délohy. Zde jeho zakladni
prokdzanou ulohou je pravé zprostiedkovat pfiristek trofoblastu, ale
ne stimulovat pfisednuti blastocysty. Nicménég, jiné studie
predpokladaji, Ze LIF podporuje i decidualizaci [Stewart, 1994;
Stewart a Cullinan, 1997].

PFi studiu lidského LIF bylo zjisténo, Ze gen kodujici primarni
strukturu LIF se nachazi v oblasti q12 na 22. chromozomu. Jeho
nukleotidova sekvence je v koédujicich ¢&astech i v uritych
segmentech nekddujicich oblasti vysoce konzervativni [Stahl et al.,
1990; Willson et al., 1992]. Promotorova oblast genu obsahuje Ctyfi
konzervované TATA boxy a dvé oblasti startujici transkripci. Kédujici
oblast je roz¢lenéna do tfi exonu [Haines et al., 1999]. Mutace genu
pro LIF mohou vést ke snizeni dostupnosti ¢i aktivity LIF proteinu a
takto mohou byt soucasti genetické predispozice k snizené plodnosti
[Giess et al., 1999; Steck et al., 2004; Kralickova et al., 2006]. V
endometriu plodnych Zen jsou totiz LIF protein a mRNA pro LIF
exprimovany v prabéhu celého menstruacniho cyklu, nejvice vSak v
poloviné jeho sekrecni faze. LIF se vaze na nizkoafinitni receptorovy
fetézec LIFR a vysokoafinitni gpl30, &imz je uskuteChovan
transmembranovy pfenos. Blastocysty a endometrium exprimuji
MmRNA pro LIFR a gpl30, a to nejvice v dobé predpokladané
implantace [Charnock-Jones et al., 1994; Cullinan et al., 1996;
Kojima et al., 1994; Vogiagis et al., 1996]. Lidsky a mySi LIF také
napomahaji procesu invaze trofoblastu, a to tim, Ze reguluji expresi
proteinaz [Harvey et al., 1995; Morrish et al., 1998; Poehimann et al.,
2005]. Laird aj. navic predpokladaji, Ze abnormalni hladiny tohoto
dalezitého cytokinu u idiopaticky neplodnych Zen mohou pfispivat k
snizeni jejich plodnosti [Laird et al., 1997].

Seli aj. ve své studii zkoumali hladinu exprese LIF v endometriu
infertilnich Zen s hlubokym panevnim zanétem (PID), béhem druhé
poloviny sekre¢ni faze menstruacniho cyklu, coz odpovida
pfipravenému endometriu k nidaci. U neplodnych Zen byla hladina
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LIF opét nizSi nez u fertilnich kontrol a k jejimu zvySeni doSlo az po
salpingektomii [Seli et al., 2005].

Pfedpokladalo se, Ze vysoka hladina exprese LIF by mohla byt
indikatorem pfipravenosti endometria fertilni Zeny. AvSak bé&hem
studii u infertilnich Zen byly zjiStény velice rozdilné vysledky exprese
LIF v endometriu. Dokonce ani po vylouceni dalSich pfi€in infertility
(ovarialni, tubarni a andrologicky faktor a endometriéza), neni
samotné zjisténi hladiny LIF pro stanoveni potencidlu implantace
embrya u Zen s idiopatickou infertilitou dostacujici. To je v kontrastu
s vySe uvedenymi pfiklady kliCové role LIF v endometriu mySi. Toto
zjisténi bylo potvrzeno ve velkych komplexnich studiich, kdy byl
rekombinantni lidsky LIF podavan opakované infertilnim pacientkam
2x denné s.c. po dobu 7 dni bezprostfedné po embryotransferu,
avSak k zadnému zlepSeni vysledkl 1éEby metodou in vitro fertilizace
(IVF) u nich nedoslo [Aghajanova, 2010].

LIF je produkovan NK burikami endometria a proto nepochybné hraje
ur€itou roli v interakcich mezi decidualnimi leukocyty matky a
invadujicim trofoblastem. Podrobné vsSak tento proces jeSté zcela
objasnén nebyl.

Nalézt Ize nicméné téz studie s odliSnymi vysledky. Napf. autofi
Tapia aj. zjistili, Ze LIF nema pfimy vliv na bunény povrchovy
integrin v lidském trofoblastu placenty, ale na expresi mRNA
integrinu (36 uvnitf bunék trofoblastu [Tapia et al., 2008].

Nichols aj. zjistili, Ze mutace v gp130 a méné obvyklé v LIFR sniZuji
schopnost preziti mySich preimplantujicich embryi béhem obdobi
prodlouzené implantace [Nichols et al., 2001]. To podporuje
hypotézu o prodlouzené implantaci, ktera je fyziologickou adaptaci
na existenci jesté sajicich mladat a umozruje embryim prezit po
nékolik tydnd bez jejich implantace. Teprve po odstavu mladat
dochazi k implantaci téchto embryi a k jejich dalSimu normalnimu
vyvoji. Mutanti gpl30 ztraceji Casti epiblastu po 6-dennim
prodlouzeni implantace a tim i schopnost déle pfipravovat embryo na
prodlouzenou implantaci.
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4.5 LIF ajeho vlivna ES a EC buriky

ES bunky maji schopnost sebeobnovy, ktera je charakteristicka pro
vSechny typy kmenovych bunék. U mySich ES bunék je tato vlastnost
zavisla na signalech cytokint LIF nebo BMP4. Navic na této vnéjsi
regulaci genové exprese se podili jeSté pfFitomnost vnitfnich
transkripénich faktor( nediferencovaného stavu, jako jsou Oct-3/4 a
Nanog. Dokonce pfi overexpersi Nanog neni ke schopnosti
sebeobnovy nutna ani pfitomnost signalnich molekul LIF a BMP4.
Tato nezavislost Nanog na signalu LIF dopliuje predstavu o
efektivité drah sebeobnovy a poukazuje na souvislost s Oct-3/4
[Chambers a Smith, 2004].

Vysledky dalSich studii poukazuji na kaskadu naslednych reakci po
dimerizaci gp130, kterymi jsou tyrosinova fosforylace, dimerizace a
jaderna translokace STAT3 (intracelularni protein zprostfedkujici
aktivaci transkripce - signal transducer and activator of transcription)
[Niwa et al., 1998]. Tato aktivace STAT3 je dostateCna pro
sebeobnovu ES bunék v sérovém médiu [Matsuda et al., 1999]. Pfi
téchto studiich vSak nelze vyloucit produkci LIF burikami, protoze
byly provadény pfi vysoké bunécné denzité. Tato zjisténi podporuji
hypotézu, Ze pfFitomnost séra puasobi kladné na sebeobnovu ES
bunék, protoZze je zdrojem BMP4. Tato a jiné studie fikaji, ze
LIF/STAT3 a BMP/Smad signalni drahy spolu souvisi a udrzuji ES
buriky v nediferencovaném stavu. To podporuje nazor, Ze rovnovaha
mezi témito signalnimi drdhami je pro udrzitelnost pluripotence nebo
diferenciace ES bunék klicova [Ying et al., 2003].

U geneticky neupravovanych mySich ES bunék v médiu bez LIF
dochazi k diferenciaci a k sou¢asné postupné redukci exprese Oct-
3/4, coz dokazuje, ze Oct-3/4 nemlze sam udrzovat pluripotenci a ze
existuje(i) dalSi faktor(y), které spolu s Oct-3/4 ovliviiuji aktivitu
klicové signalni drahy gp130.

Jak jiz bylo uvedeno, mutace v genech kodujicich cytokiny podobné
LIF nebo STAT3 brani dalSi embryogenezi béhem obdobi zahajeni a
udrZzovani pluripotence v mySim embryu [Chambers a Smith, 2004].
Totéz plati pro mutace v gpl30, které mohou naruSit schopnost
preimplantacniho embrya pFezit obdobi embryonéini diapauzy
[Nichols et al., 2001]. Je zfejmé, Ze takto poSkozené rlstové faktory
nemusi byt funkéni z hlediska pluripotence ani pfi kultivaci ES bunék
in vitro [Nichols et al., 1996].

Existenci dalSi signélni drahy pro sebeudrzovani ES bunék dokazuje
schopnost LIF_/  ES bunék se obnovovat pfi neutralizaci gpl130
specifickymi protilatkami [Dani et al., 1998]. Jednim z nepfimych
marker( pluripotence je alkalicka fosfataza, kterou tvofi jak mysi, tak
lidské ES buriky kultivované bez pfitomnosti LIF [Chambers et al.,
2003]. MySi ES bunky se tedy obnovuji pouze, pokud jsou
exprimovany oba klicové geny pro Nanog a Oct-3/4. Kdyz dochazi k
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jejich eliminaci, pak se identita bunék méni od bunék podobnych
epiblastu az po extraembryonalni bunky (Oct-3/4 /) nebo se
diferencuji do dalSich typt embryogenetickych bunék (Nanog_/ ). Ke
kultivaci mysich pluripotentnich bunék je nutnd aktivace STATS.
Pokud je tato aktivace tlumena nepfitomnosti LIF nebo jeji funkéni
eliminaci, pak se burky kultivované v séru diferencuji ve smésnou
populaci bunék, které exprimuji entodermalni a mezodermalni znaky.
Tyto vztahy mezi Nanog a STAT3 naznacuji, Z2e u geneticky
nemodifikovanych ES bunék bez LIF dochazi ke ztraté exprese
Nanog. Zajimava je podobna diferenciace pozorovana, pokud je
snizena funkce STAT3 a pfeexprimovana hladina Oct-3/4 za
soucasné stimulace gpl130. Z toho poté plyne, Ze Oct-3/4 funguje
jako kofaktor pluripotence pouze za pfitomnosti ur€itého mnoZstvi
LIF a jeho aktivita je fizena signalnimi drahami LIF/STAT3.

Lidské ES bunky tedy, stejné jako mysi, exprimuji Oct-3/4 a Nanog,
ale podminky sebeobnovy lidskych ES bunék za pfitomnosti Nanog
nejsou jesSté zcela jasné. Bylo vSak zjiSténo, Ze schopnost
sebeobnovy mysSich kmenovych bunék klesd pod vlivem lidského
Nanog v porovnani s pisobenim mysiho Nanog, coz poukazuje na
rozdily ve struktufe tohoto proteinu u téchto dvou ruznych druhd
savcu.

Lidské ES buriky maji, jak jsme se jiz zminili, navic schopnost
sebeobnovy i bez vnéjSiho pfidavani LIF [Thomson et al., 1998;
Reubinoff et al., 2000] a podobné tyto podmiky plati pro sebeobnovu
mySich kmenovych bunék epiblastu — EpiSCs [Tesar et al., 2007;
Gardner a McKay, 2007]. To znamena, Ze aktivace STAT3 neni pro
jejich sebeobnovu nezbytné nutnd a tudiz ani dulezitd. AvSak
pfitomnost Oct-3/4 se jevi byt nutnd k potladeni extraembryonalni
diferenciace jak lidskych, tak i mySich ES bunék [Hay et al., 2004;
Matin et al., 2004].

Alternativnim vysvétlenim muze byt také mozna vyssi efektivni
hladina exprese Nanog u lidskych ES bunék, nez u mySich. Pak
lidské ES bunky nepotifebuji pomocnou vazbu mezi STAT3 a
endogennim Nanog k ucinné sebeobnové. DalSi potencialné
jednoduché vysvétleni pro popisovany nedostate¢ny efekt LIF na
lidské ES bunky v nékterych studiich muze spocivat v Siroce
rozSifeném pouzivani ESGRO. To je komeréné dostupna forma
rekombinantniho mysSiho LIF, ktera se pouzivala v mnoha studiich za
situace, Ze nedoSlo kvazbé mysSiho LIF na LIFR lidskych
embryonalnich kmenovych bunék (hES) [Layton et al., 1994].

K vlivu LIF a dalSich rdastovych faktor(, jako je napf. BMP4 na
pluripotenci ES bunék mlazZeme konstatovat, Ze jejich funkce jsou
spiSe obecné a nejsou specifické pro vSechny typy ES bunék.
Naopak zde byly popsany funkce nékterych jedineCnych
transkripénich faktord ES bunék, jako je Nanog a Oct-3/4. Na zaveér
lze tedy uvést, Ze blokaci funkce Oct-3/4 se lidské ES burky
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diferencuji v neurony a jestlize je blokovan Nanog, pak se diferencuji
smérem extraembryonélniho entodermu [Dvofak, 2007]. Autofi
Chambers a Smith navic ve své studii pfedpokladaji, ze tyto vnitfni
faktory Nanog a Oct-3/4 jsou potfebné k pokracovani vyvoje ES
bunék do epiblastu a vnéjSi faktory (BMP4 a LIF) jsou nutné k
zastaveni diferenciace ES bunék do zarode¢nych tkani [Chambers a
Smith, 2004]. Bylo zjisténo, Ze LIF znemoZznhuje diferenciaci mySich
ES a EC bunék do bunék mesodermu a entodermu [Pruitt a Natoli,
1992].

Z pohledu sebeobnovy lidskych ES bunék je zajimavy vyzkum linii
EC bunék, které se vétSinou také sebeobnovuji bez LIF nebo bez
podpurné vrstvy bunék. Pfi tomto pozorovani se zjistilo, Ze EC buriky
maji fadu chromozomalnich abnormalit. Mezi ty bézné patfi
zmnozeni chromozomu 12, coz je zajimavé, protoZze gen pro Nanog
je lokalizovan pravé na tomto chromozomu. Podobné bylo objeveno,
Ze opakované kultivace hES bunék bez podpurnych bunék vyvoladva
duplikaci sekvenci chromozomu 12 [Draper et al., 2004]. Tento objev
by mohl vnést svétlo do problematiky tenké hranice mezi pluripotenci
ES a rakovinotvornosti EC bunék. Tato pozorovani chromozomalnich
mutaci u ES a EC bunék navic podporuji nazory, Ze nejen Nanog,
ale i dalSi dulezité geny pro ristové faktory jsou lokalizovany ve
stejném regionu chromozomd u potkand, mysi i lidi [Payer et al.,
2003; Clark et al., 2004].

LIF nema vliv jen na sebeobnovu a pluripotenci ES bunék, ale i na
jejich diferenciaci. Ve studii autorl He aj. byl pfedmétem studia pravé
vliv LIF signalni drahy na diferenciaci ES bunék. Byla zde zkouména
role LIF v neurodiferenciaci ES bunék pres gpl30 zprostfedkované
signélni drdhou JAK/STAT3 a ERK/MEK [He et al.,, 2006]. Bylo
zjisténo, ze LIF hraje pozitivni roli v neurodiferenciaci ES bunék, coz
Ize vysvétlit inhibici této LIF signalni drahy pfes MEK a STATS,
riznymi specifickymi inhibitory chemické povahy. Vysledkem této
studie bylo téz zjisténi, Ze tyto obé aktivované signalni drahy LIF maji
vliv na regulaci diferenciace embryoidnich télisek (EBs) do bunék
charakteru glie. Dale bylo objeveno, Ze pfitomnost LIF v obdobi EBs
diferenciace sniZuje apoptézu a zvysuje proliferaci bunék. Avsak LIF
naopak brzdi diferenciaci ES bunék do kardiomyocytu [Bader et al.,
2000]. Z téchto dvou studii tedy vyplyva, Ze LIF podporuje produkci
neuroektodermalnich prekurzoru, ale na druhou stranu ma negativni
roli na diferenciaci EBs do mezodermu nebo extraembryonalniho
entodermu.

KliCovymi podminkami, za kterych by LIF mohl ovliviiovat neuralni
diferenciaci ES bunék, je jejich nizka denzita a jejich kultivace v
meédiu bez séra, kdy byly identifikovany progenitory s neuralnimi
znaky [Tropepe et al., 2001]. Za téchto podminek byl LIF nezbytny
pro neuronalni diferenciaci ES bunék a navic byl zjiStén i narust
produkce téchto neuroprogenitoru, jez byl zavisly na jeho zvySeném
mnoZzstvi v médiu. Tyto vysledky neukazuji pouze na kladny
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jednosmérny vliv signalni drahy LIF na neurodiferenciaci ES bunék v
dobé tvorby EBs, ale navic silné zdUraznuji jeji multifunkénost v
riznych stadiich diferenciace ES bunék.

V dalsi studii EC bunék byla zjisténa funkce LIF, kterd je
zprostfedkovana pres STAT3 signalni drahu a mize hrat roli béhem
¢asné neurogeneze in vivo [Pachernik et al., 2007]. Je
pravdépodobné, Ze tento proneuralni vliv LIF je =zavisly na
spoluptsobeni dalSich neurodiferencujicich faktord. U mySich ES/EC
bunék je reprezentuji kaskady JAK2 -> STAT3 a RAS -> MEK ->
ERK (MAPK) hlavnich signalnich drah, které reaguji na LIF. LIF také
zpUsobuje rychlou aktivaci ERK a STAT3 signalnich drah u EC P19
bunék [Ernst et al., 1996; Schuringa et al., 2002]. Bylo prokazano, Ze
LIF -/- mySi pfezivaji [Stewart et al., 1992] diky substituci LIF jinymi
gpl130 cytokiny ve stadiu ¢asného embrya [Seiler et al., 2001], ale
deficientni STAT3 embrya se vyvijeji jen do ,cylinder-like* stadia
vajicka (D6) a pak nastava mezi 6,5. a 7,5. dnem rychla degenerace
tohoto embrya [Takeda et al., 1997]. Vyhodnoceni vlivu STAT3 nebo
ERK signélni drahy za spoluptusobeni LIF, ktery zpusobuje
akceleraci neuralni diferenciace bunék linie P19 za pfitomnosti
AG490, specifického inhibitoru JAK2 [Schuringa et al., 2002] a
U0126, specifického inhibitoru MEK [Jo et al., 2005], méla za ukol
studie Pachernika aj. Zde bylo zjisténo, Ze transkripni aktivita
STAT3 se podili na potenciaci neuralni diferenciace vyvolané LIF a
RA u P19 bunék kultivovanych v monovrstvé v médiu bez séra
[Pachernik et al., 2007].

VySe uvedené vysledky svédci o dullezitosti STAT3 signalni drahy
pro neurdlni diferenciaci. Také zjiSténi, Zze P19 buriky jsou nejvice
podobné ,egg cylinder-like* burikdm vyvojového stadia vajicka
ukazuji na moznou fidici funkci signélni drdhy LIF->STAT3 v Casné
neurogenezi [Chambers et al., 2003]. Exprese téchto klicovych
molekul v raném embryu odpovida pFfedpokladim, Zze RA je
syntetizovana a JAK->STAT jsou exprimovany jiz v blastocysté
[Parrow et al., 1998; Akira, 1999]. V tomto stadiu jsou pfitomné i
dalSi induktory a startovaci molekuly této drahy jako pravé LIF a
vysoce afinitni receptory LIFR a gp130 [Murray, 1990; Nichols et al.,
1996]. Tyto vysledky naznacuji parakrinni interakce, kterymi by
mohla produkce cytokin pusobit na regulaci ¢asné embryogeneze.
Tato data proto demonstruji moznou aktivni Glohu signalnich drah
LIF/gp130->JAK2->STAT3 v c¢Casnych krocich embryogeneze.
Vysledky této studie nam doplnily znalosti o roli STAT3 béhem ¢asné
embryogeneze, kdy k jeho aktivité, pfispivajici k neurogenezi u
pluripotentnich P19 bunék, je navic nutna RA. Jiz dfive pozorované
proneurdlini efekty LIF mohou byt pravdépodobné zprostifedkovany
indukci aktivity STAT3 bez ovliviiovani ERK signalni drahy. Dale
bylo zjisténo, Ze indukce cytokinem LIF zpusobuje zvySeni
fosforylace STAT3 u EC P19 bunék [Kotasova, 2009]. Pro navozeni
podobného ucinku pfi aktivaci gp130 signalizace u téchto bunék byla
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nutna fadové vySSi koncentrace jiného rastového faktoru CNTF
(ciliarni neurotropni faktor = ciliary neurotrophic factor).

4.6 Casna embryogeneze a diferenciace embryonalnich
kmenovych bunék

Diferenciace predstavuje proces, ve kterém dochéazi ke strukturni a
funkéni specializaci bunék. In vivo tento proces probiha pfi vyvoiji
embrya a dochazi pfi ném nejprve k proliferaci, kdy zygota prochazi
sérii mitdz, tzv. ryhovanim, pfiemz nedochazi k rdstu embrya.
Nasledné se u savcl tzv. morula vyviji v dutou blastocystu, kde se
stupnuje proces diferenciace. Sténu blastocysty tvofi souvisla vrstva
bunék tzv. trofoblast (pozdé&ji vytvafi plodové obaly), k némuz z
vnitfni strany pfiléhd shluk bunék, ICM neboli tzv. embryoblast
(zaklad pro vlastni embryo). Poté dochazi k implantaci blastocysty do
sliznice délohy. Na pocatku jeji implantace vznikd na strané
embryoblastu blastocel, jeZ je obracen do dutiny blastocysty. Jedna
se o primitivni entoderm, tzv. hypoblast (tvorba extraembryonélnich
tkani). Ostatni buriky embryoblastu jsou zakladem pro primitivni
ektoderm (epiblast). Migraci bunék z epiblastu vznika tzv. primitivni
prouzek, ktery je hlavnim morfogennim centrem, kde se burky
epiblastu zanofuji a davaji vznik dalSi nové vrstvé bunék, entodermu
a nakonec se mezi ektodermem a entodermem vytvofi mezoderm
[Kotasova, 2009].

4.7 Diferenciace embryonalnich kmenovych bunék in
vitro

Podil diferencovanych ES bunék v laboratornich podminkach je
vétSinou mnohem mensi, nez in vivo. Nezastupitelnou roli pfi tomto
procesu zaujima metoda embryoidnich télisek (EBs — embryoid
bodies), pfi které dochézi k odstranéni LIF a ES buriky se kultivuji ve
visici kapce [Wiles, 1993; Keller, 1995; Weiss a Orkin, 1996; Dang et
al., 2004]. EBs jsou tvofena mnoha bunkami, které se skladaji v
rozmanité tvary (kulovité az cystovité), a postupné se diferencuji do
riznych typua. Vysledkem tohoto slozitého procesu muze byt jednak
chaotick& struktura nebo muize dochazet k diferenciaci ES bunék v
buriky srdec¢ni, kosterni i hladké svaloviny, keratinocyty, melanocyty,
neurony, gliové, epitelove, hematopoetické buriky, bunky secernujici
inzulin a mohou wytvofit i Zloutkovy vacek. Pfi této spontanni
diferenciaci je efektivita jeji indukce na specifické bunécné linie velice
odlisna, a tak byly vypracovany postupy, jak ji zefektivnit. Jednim z
nich je pfidavani riznych cytokint, prodiferenciacnich induktord a
rastovych faktord. Typickymi pfiklady pouziti cytokini je pfidani
ristového faktoru ES (SCF — stem cell factor) a vaskularniho
endotelidlniho rdstového faktoru (VEGF - vascular endothelial
growth  factor), které navozuji diferenciaci ES bunék v
hematopoetické progenitorové a vaskularni endotelové bunky
[Kennedy et al., 1997; Cerdan et al., 2004]. DalSim podobnym

19



pfipadem je pouziti cytokin a rastovych faktord k indukci
diferenciace ES bunék v gliové buriky. Kdy pfidanim kombinace
bFGF a rastového faktoru odvozeného od krevnich desti¢ek (PDGF-
platelet-derived growth factor) do kultivaéniho média je indukovana
diferenciace gliovych prekurzorovych bunék. Jako dusledek vysazeni
téchto rustovych faktord byla zaznamenana i postupna diferenciace
téchto bunék v oligodendrocyty a astrocyty [Filip et al., 2006].

U EC bunék indukuje neurdlni diferenciaci napf. bezséroveé prostiedi.
Tento proces muze byt umocnén puasobenim prodiferenciacniho
induktoru jako je kyselina retinova (RA-retinoic acid) [Jones-
Villeneuve et al., 1983; Bain a Gottlieb, 1998; Pachernik et al.,
2002a; Pachernik et al., 2005] o niz je znamo, Ze in vitro podporuje
diferenciaci pluripotentnich bunék rdznymi sméry v zavislosti na
koncentraci a dalSich podminkéch kultivace [Phillips et al., 2004].

Kromé toho u ES bunék zplsobuje tento prodiferenciacni induktor
neurogenezi [Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995]. Jeji efekt je v
tomto sméru rychly a silny, ale diferenciace bunék je vedena
prevadzné do motoneuront [Maden, 2007]. Pro neurodiferenciaci ES
bunék je jednim z nejpouzivanéjSich Bainlv protokol, ktery vyuziva
diferenciace pres EBs (4 dny) a naslednou indukci RA. Rozdil mezi
diferenciaci ES a EC bunék uzitim RA je vétSi uc€innost neurogeneze
u EC bunék a moznost jejich diferenciace i v jednovrstevné kultuie
bunék, adherovanych na tkanovych kultivacnich miskach. Pfestoze
se tento mechanismus diferenciace neustale intenzivné studuje, stale
neni zcela objasnén [Kotasova et al.,, 2011]. Tyto studie prokazaly,
Ze diferenciace mysich ES bunék in vitro muze vést ke vzniku
dopaminergnich neuronu, které jsou terminalné diferencovany ve
fyziologicky zraly fenotyp a skute¢né mohou normalné fungovat
nejen in vitro, ale i in vivo [Bain et al., 1995].

Postupem, umoziujicim vznik a vyvoj velmi homogennich kultur
diferencovanych bunék, je jejich selekce pomoci vloZzenych gend,
které témto genové modifikovanym bufikam umoZziuji rezistenci na
urcité léky (drug resistance gene). Timto zpusobem byly napf.
ziskany velice Cisté kultury bunék srdecni svaloviny (99%). Stalo se
tak prostfednictvim fazniho genu, ktery obsahuje a-kardialni myozin
(specificky pro kardiomyocyty) a cDNA (kdduje aminoglykosid
fosfotransferazu jako gen rezistentni na neomycin), jez byly stabilné
pfeneseny do ES bunék. Nasledné byly ES burky diferencovany
metodou tvorby EBs a vystaveny selekci pUsobenim analogu
neomycinu G418 [Whetton a Spooncer, 1998; Zhao et al., 2001;
Predle et al., 2002]. Podobné strategie byla pouzita pfi diferenciaci
ES bunék na bunky, které maji schopnost secernovat inzulin. | zde
byla pouzita fuze genu, které koduji inzulin a rezistenci k antibiotiku
[Soria et al., 2000; Filip et al., 2006].
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4.8 Bunécna terapie a neurotransplantace

V soucasné dobé jsou vkladany velké nadéje do léEebnych postupu
zaloZzenych pravé na vyuziti kmenovych bunék. Pro bunécénou terapii
jsou vhodné nemoci, které jsou vysledkem destrukce ¢&i dysfunkce
ur¢ittho omezeného poctu typu bunék. Mezi tyto nemoci patfi napf.
diabetes mellitus I. typu, pfi némz dochazi k odumirani beta-bunék
Langerhansovych ostravki pankreatu nebo Parkinsonova nemoc,
jejiz pri¢inou je destrukce dopaminergnich neuronl v oblasti
substantia nigra stfedniho mozku [Filip et al.,, 2006]. PFfinos
transplantace kmenovych bunék pacientim s Huntingtonovou
choreou, s cévni mozkovou pfihodou ¢i s miSnim poranénim je v
soucCasnosti ovéfovan v ramci mnoha studii na laboratornich
zvifatech, a v mnoha pfipadech jiz i formou klinickych studii [Zhang
et al., 1996; Studer et al., 1998; Brustle et al., 1999; McDonald et al.,
1999; Bachoud-Lévi et al., 2000; Kondziolka et al., 2000; Ma et al.,
2002; Sykova et al., 2006; Amariglio et al., 2009; Kim a de Vellis,
2009]. Transplantace embryonalni tkané do substantia nigra je v
klinické praxi pouzivana od 80. let 20. stoleti k |leCbé Parkinsonovy
choroby u pacientli, kde neni G&innd konzervativni |éCba, a tato
transplantace u nich Casto vede k dlouhodobému zlepSeni stavu
[Bjorklund a Lindvall, 2000].

Mezi rozsahlou heterogenni skupinu neurodegenerativnich chorob
patfi i dédicné ataxie, které postihuji mozecek, jeho spoje a pfipadné
dalSi Casti nervového systému (michu, mozkovy kmen, bazalni
ganglia ¢&i periferni nervovy systém) [Cendelin, 2008]. Prestoze
nepatfi zdaleka k nej¢astéjSim neurodegenerativnim onemocnénim
(napf. ve srovnani s Alzheimerovou nebo Parkinsonovou nemaoci), i
tak jejich vyskyt neni zanedbatelny. Z hlediska typu dédi¢nosti se
ataxie déli na autosomalné recesivni a autosomalné dominantni
[Harding, 1983; Klockengether a Evert, 1998]. Autosomalné recesivni
ataxie jsou zpusobené ztratou spravné fungujiciho proteinu, ktery je
nezbytny pro funkci a prezivani urcité populace neuront
[Klockengether a Evert, 1998]. Mezi tyto poruchy fadime
Friedreichovu ataxii nebo ataxii-teleangiektazii. Autosomalné
dominantni ataxie jsou dusledkem patologického plsobeni proteinu s
abnormalnimi vlastnostmi [Klockengether a Evert, 1998]. Sem patfi
rozsahla skupina spinocerebelarnich ataxii (SCA, neboli
spinocerebelarni atrofie), jez byly dfive nazyvany autosomalné
dominantni mozeckové ataxie.

Pro vyzkum neurotransplantaci jsou vhodnym experimentalnim
modelem laboratorni zvirata postizena néjakym
neurodegenerativhim onemocnénim nebo ischemicky, chemicky di
mechanicky navozenym poSkozenim centralniho nervového systému
(CNS) [Cendelin, 2008]. Existuje napf. nékolik raznych typa
mutantnich nebo transgennich mySi postizenych mozeckovou
degeneraci. Jednotlivé mysSi modely téchto onemocnéni mozecku se
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liSi kombinaci raznych typt mozeckovych bunék, které zanikaji, dale
mirou jejich postiZzeni a také funkénimi projevy onemocnéni. Pokud je
navic postizena dalsi ¢ast CNS, pak rozliSujeme napfiklad modely
degenerace olivocerebelarni nebo spinocerebelarni. Nékteré z
laboratornich mysSich kmen0 jsou pfimo modelem konkrétniho
lidského onemocnéni (napfiklad mysi typu SCA1l nebo SCA2 -
spinocerebelarni ataxie typu 1 a 2). Ty pak nesou stejnou nebo
podobnou mutaci, kterd se vyskytuje u postizenych lidi. Onemocnéni
u jinych typa mysi je lidskym chorobam pouze podobné a je spiSe
obecnym modelem degenerativnich chorob  mozecku. K
nejznameéjSim pfirozenym mutantim s degeneraci mozecku patfi pcd
mutanti, mySi typu weaver, staggerer, hot-foot, nervous, reeler a
Lurcher. Napf. posledné jmenovany typ mutantni mysi Lurcher je
modelem olivocerebelarni degenerace, kdy heterozygoti nesou
mutaci genu pro 02 podjednotku glutamatového receptoru. Tato
porucha vyvolava apoptozu Purkynovych bunék, ktera nasledné
vede k sekundarnimu Ubytku granularnich bunék mozec¢ku a neuronu
dolni olivy. Dusledkem této degenerace jsou ataxie, porucha
prostorového uceni a orientace. Postizené homozygotni mysi (Lc/Lc)
nesouci tuto mutaci nejsou Zivotaschopné, ale nepostizeni
homozygoti (+/+) typu wild jsou zcela zdravi [Cendelin, 2008].

Neurotransplantace jsou provadény s rlznymi typy ES bunék za
Ucelem objasnéni, jaky typ bude nejvhodnéjSi pro tuto bunécénou
terapii [Kim a de Vellis, 2009].

Jednou z moznosti je transplantace neuront nebo neuroprogenitor(
diferencovanych  z  kmenovych  bunék  pochazejicich z
teratokarcinomu [Brinster, 1974; McBurney a Rogers, 1982; Andrews
et al.,, 1984]. Ta se ukazala byt prospéSnou u zvifecich modell
nékolika neurologickych onemocnéni a poruch [Borlongan et al.,
1998; Hurlbert et al., 1999; Baker et al., 2000; Garbuzova-Davis et
al., 2002; Saporta et al., 2002]. Pfitom bylo potvrzeno, ze tyto buriky
diferenciaci ztraci svoji tumorogenni kapacitu, ale zachovavaji si
nékteré své pozitivni vlastnosti, napf. vysokou schopnost preziti v
organech pfijemce [Bliss et al., 2006; Hara et al., 2008].

Jak bylo feCeno vySe, prfed transplantaci jakékoliv linie nebo
diferencovaného stadia ES bunék, je zapotfebi jejich dukladna
charakterizace. Ta umozni Iépe pochopit jejich fenotypové vlastnosti,
vyvojovy potencial a schopnost ,nastartovat® regeneracni
mechanismy vlastnich tkani pfijemce po jejich transplantaci.
DUvodem nutnosti této charakterizace je skuteénost, ze tyto kultury
diferencovanych ES bunék mohou obsahovat i multipotentni
progenitory [Okabe et al., 1996] ¢&i tumorogenni subklony, s
naslednou moznosti tvorby nadord [Thomson et al., 1995; Thomson
et al., 1998]. Bylo také prokazano, ze pokud se ES bunkam umozni
plna diferenciace v postmitotické terminalné diferencované derivaty,
je pfitomnost nediferencovanych kmenovych bunék nizsi, stejné jako
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pravdépodobnost vzniku tumoru po jejich transplantaci [Brustle et al.,
1997; Brustle et al., 1999; McDonald et al., 1999].

Zralé neurony je mozno charakterizovat podle jedineéné morfologie,
coZ neni in vitro, ale ani in vivo vzdy dostaCujici. Proto je tfeba
imunocytochemicky nebo imunohistochemicky dokazovat pfitomnost
obecnych neuronalnich znaku viz. tabulka 3 [Filip et al., 2006]:

Tabulka 3 — Seznam markert neuronalnich bunék

Nazev markeru

Popis markeru

Lokalizace markeru

MAP-2 Véaze se na Dendrity neuront
mikrotubuly v
neuronech

B-111 tubulin Podili se na stavbé | Axony a dendrity
a funkci cytoskeletu | neuronu
Vv neuronech

NCAM Modulator migrace, | Povrchova adhesivni
rdstu a molekula neuronu
usmeérnovani axonu

PAX-6 Transkripéni faktor | Glie mozkové kury
vyskytujici se hojné
v neuronalnich
kmenovych
burikach a
progenitorech

MASH-1 Transkripéni faktor | Diferencujici
exprimovany v neuronalni kmenové
neuralnich buriky a autonomni
prekurzorech neurony

GFAP Proteinova slozka Astrocyty CNS
intermediarnich
filament astrocytd v
CNS

Kalbindin Protein Purkynovy bunky
exprimovany mozecku
Purkyfnovymi
burikami

MAP-2 (microtubule-associated protein 2) - mRNA a protein jsou
lokalizovany v dendritech, ale ne vzdy v télech neuronud, coz
dokazuje, Ze nové syntetizovana RNA je transportovana do dendrit(
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diferencujicich neuront, kde dochazi k proteosyntéze [Dehmelt a
Halpain, 2004].

B-111 tubulin - MRNA pro tento protein je lokalizovana vyluéné v télech
neuronll, zatimco vznikajici tubulin je pfitomen v axonech i
dendritech [Korzhevskii et al., 2011].

NCAM (neural cell adhesion molecule) je protein exprimovany na
povrchu neurond, ktery nalezi mezi imunoglobuliny (lg) identifikované
v mozku. V dospélém mozku je exprimovan na regenerujicich
neuritech [Hansen et al., 2008].

PAX-6 (paired box gene 6) - exprese tohoto genu je kliCova v
burikach pfi vyvoji CNS a zejména pro glie mozkové kiry [Osumi et
al.,, 2008]. Pfipadna absence tohoto transkripéniho faktoru pfi
neurogenezi mizZe znamenat abnormality ve vyvoji mozkové kary,
zpUsobené neschopnosti migrace bunék a pozménénou adhezi
neuront [Aronne et al., 2008; Fotaki et al., 2008].

MASH-1 (ASCL1 - Achaete-scute complex-like 1) tento gen je
exprimovan v diferencujicich se neuronech pfi vyvoji jak centralniho,
tak i periferniho NS. Zde hraje zasadni roli zejména ve vyvoiji
autonomnich neuronu [Torii et al., 1999].

GFAP (glial fibrillary acidic protein) - je cytoskeletalni protein, ktery je
slozkou intermediarnich filament astrocytd a je jejich hlavnim
markerem. Hraje dudlezitou roli pfi komunikaci mezi neurony a
astrocyty [Fuchs a Weber, 1994].

Kalbindin  (calcium-binding protein) - protein exprimovany
Purkyfovymi bunikami mozec¢ku. Muze zlepSovat pohybovou
koordinaci. Podili se na formovani synapsi mezi témito burnkami.
Exprimovat ho mohou i dalSi neurony mozku [Barski et al., 2003].

Bunécna terapie z pohledu neurotransplantace je nejvice
prozkoumana u Parkinsonovy choroby. Tato neurodegenerativni
choroba byla zatim nejCastéji studovana a také jako prvni klinicky
lé€ena transplantaci dopaminergnich neuront ziskanych z fetélni
tkané. V této terapeutické studii se naplno ukazaly problémy tykajici
se napf. prezivani a funk&nosti transplantatu. Nezralé dopaminergni
neurony aplikované do corpus striatum sice v mnoha pfipadech
dokazaly v CNS prijemce prezit (mySi laboratorni model), ale jejich
schopnost alesponn ¢astecné obnovit dopaminergni inervaci v
poSkozené tkani a zlepSit funkce vSak zuUstava za puavodnim
oCekavanim [Hauser et al., 1999; Brundin et al., 2000; Piccini et al.,
1999; Freed et al., 2001; Bjorklund et al., 2002; Takahashi, 2007].

DalSi nevyhodou bunécné terapie zaloZzené na transplantaci ES

bunék je moZnost vzniku teratomd. Tyto teratomy se objevuji
spontanné po transplantaci ES bunék jak u mysi, tak u lidi. Vnitfni

24



¢ast teratomu obsahuje nediferencované buriky, ze kterych mohou
vzniknout tumory nazyvajici se teratokarcinomy. To je dalSi divod
pro odklon bunécéné terapie od ES bunék k dospélym kmenovym
burikdm [Blum a Benvenisty, 2008; Kooreman a Wu, 2010].
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5 Vychodiska a cile

5.1

5.1.1

5.1.2

Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysich ES bunék

Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich EC P19 bun ék

Nediferencované EC P19 buriky byly kultivovany na tkanovych
kultivanich miskach a v sérovem meédiu, pak byly
diferencovany pomoci RA a média bez séra do stadia
neurond. Nasledné byla obé stadia charakterizovana dle
pritomnosti  znakd  (markerd) nékterymi  molekularné-
biologickymi metodami (imunocytochemie, RT-gPCR a
western blotu-WB).

Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich ES D3 bun ék

Nediferencované mysSi ES buriky linie D3 byly kultivovany na
tkanovych kultivaCnich miskach v sérovém médiu s LIF.
Neurodiferenciace byla zahajena ¢tyrdenni kultivaci D3 bunék
na neadhesivnich bakteriologickych kultivaénich miskach v
médiu bez LIF. Vznikla embryoidni téliska (EBs) byla
pfenesena ve stejném médiu na kultivaéni misku a standardni
médium vyménéno za bezsérové, do kterého byla po dva dny
prfidavana RA. ES D3 bunky byly celkové diferencovany
patnact dni. Nasledné byla obé stadia charakterizovana dle
pfitomnosti znakd (markert) opét molekularné-biologickymi
metodami (imunocytochemie a western blotu-WB).
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5.2

5.3

Transplantace nediferencovanych EC P19 bunék a z
nich odvozenych diferencovanych neuralnich
progenitord do CNS modelovych laboratornich mysi s
neurodegenerativnim onemocnénim

Aby mohly byt transplantované EC P19 bunky ve tkani
mozecku mysSi pozorovany fluorescenénim mikroskopem, byly
trvale transfekovany genem pro fluorescencni protein (GFP).
Takto upravené EC P19 bunky byly transplantovany do
mozecku dospélych mysi typu Lurcher kmene B6CBA a typu
wild téhoz kmene. Cilem tohoto pokusu bylo zjistit UspéSnost
prezivani bunék transplantatu.

Studium mutaci v genu pro leukemicky inhibi¢ni
faktor (LIF) a jejich vztahu k plodnosti zen

Stanovili jsme vyskyt mutaci v genu pro LIF ve sledované
populaci neplodnych Zen a porovnali jej s kontrolni populaci
zdravych plodnych Zen. Nasledné jsme se pokusili
charakterizovat vliv téchto mutaci na udspésnost |éCby
neplodnosti u studovanych Zen.
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6 Material a metody

6.1

6.1.1

Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich ES bun &k

Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich EC P19 bun ék

Kultivace nediferencovanych EC P19 bun ék

Linie mySich bunék EC P19 byla ziskana z European
Collection of Cell Culture, Wiltshire, UK. Tyto burnky byly
kultivovany v nediferencovaném stavu v inkubétoru pfi 37T,
ve vihké atmosféfe s 5% CO,. Pro proliferaci téchto bunék
jsme pouZzili kultivaéni médium (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium - DMEM) dopInéné 10% tepelné inaktivanym fetalnim
bovinnim sérem (FBS), 100 IU/ml penicilinu a 100 pg/ml
streptomycinu (GIBCO BRL, Chemos CZ, Prague, Czech
Republic). Bunky byly kultivovdny na poZelatinovanych
kultivacnich miskach a pasazovany pomoci trypsinu podle
potifeby [Pachernik et al., 2005; Hong et al., 2008].

Neurodiferenciace EC P19 bun ék

Za ucelem diferenciace EC P19 bunék v neuronalni buriky
bylo pouzito bezsérové médium DMEM/F12 (1:1) doplnéné o
smés insulinu, transferinu, selenia a antibiotik. K indukci
neurogeneze byla do tohoto média po 2 dny (DO0-D2)
pridavana retinova kyselina (RA, c= 5x10” M, Sigma, Prague,
Czech Republic). Po 2 dnech bylo toto médium vyménéno za
totozné meédium, ale bez RA [Pachernik et al., 2005; Houdek
et al., 2010].

Charakterizace nediferencovanych a diferencovanych
EC P19 bun ék

EC P19 bunky byly charakterizovany metodami RT-gPCR
(reverzni transkripce - kvantitativni real-time polymerazova
fetézova reakce), imunocytochemie a western blotu, nejprve v
nediferencovaném stavu (DO), pak po 3 dnech diferenciace
(D3 - stadium neuroprogenitord) a nakonec po 10 dnech
neurodiferenciace (D10).
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RT-gPCR

Vzorky EC P19 bunék ziskané v uvedenych intervalech
diferenciace (DO, D3, D10) byly zamraZzeny a skladovany do
analyzy v 1,5 ml zkumavkéach (Eppendorf) pfi -80C. Celkova
RNA byla ze vzork( ziskana uzitim izolacniho kitu Fast RNA
Pro Green Kit (Q-BlOgene, Irvine, CA, USA). Reverzni
transkripce (RT) byla provedena ze 3 ug celkové RNA
reverzni transkriptazou Superscript Il (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) za pouziti oligo d(T)z; jako primera.
Sekvence pouZzitych primerad pro kvantifikaci pfislusnych
MRNA jsou uvedeny v tabulce 4 [ESner et al., 2002; Hong et
al., 2008]. Primery byly syntetizovany firmou GeneriBiotech
(Hradec Kralové). Kvantitativni stanoveni bylo provedeno na
pristroji iCycler (Bio-Rad). Jako housekeeping gen byl zvolen
HPRT (gen pro hypoxanthin fosforibosyltransferasu). Tento
gen patfi mezi konstitutivné exprimované [Pernas-Alonso et
al., 1999]. Hladina mRNA pro HPRT je velmi mala, 1 - 10
molekul na bunku [Steen et al., 1990], a tak je mozno jej
ustanovit jako vnitfni kontrolni mRNA (normalizér) pro RT-
gPCR kvantifikaci mRNA vyskytujicich se v bufice v malém
mnoZstvi kopii [Rey et al., 2000; Specht et al., 2001; Sellner a
Turbett, 1996]. Gen pro a-fetoprotein (AFP) a jeho exprese je
dalezitym znakem diferenciace v burfky entodermalniho
pavodu in vivo i in vitro pfi vyvoji EBs. Je také prvnim a-
globulinem objevujicim se v krvi obratlovci béhem jejich
ontogeneze. Jeho primarnimi  funkcemi je zajiSténi
specifického transportu a fizeni aktivity mnoha ligandd. Mezi
né nalezi i retinova kyselina, bilirubin, inhibitor serinové
proteasy, které jsou esencialni pro vyvoj embryonalnich
organu [Lafuste et al., 2002].

Také gen GATA-4 nalezi mezi markery bunék raného
entodermalniho puvodu bé&hem diferenciace ES bunék. Je
také zakladnim transkripnim  faktorem pro  vyvoj
kardiomyocytl a tedy morfogenezi srdce [Holtzinger et al.,
2010].

Gen Brachyury (z fectiny “brakhus” znamend kratky a “oura”
ocas) nalezi mezi esencialni transkripéni faktory béhem
ontogeneze bunék mesodermalniho puvodu a to predevSim
pfi vyvoji hibetni struny [Kispert a Hermann, 1993; Ramirez et
al., 2006; Pekkanen-Mattila et al., 2010].

Pro oveéreni specifity PCR produktd byla pouzita analyza
kfivky tani a elektroforéza na 1,5% agarosovém gelu (barveni
ethidium bromidem). Vysledky kvantifikace exprese vybranych
genl jsou udany jako relativni (vztazené k expresi
housekeeping genu) a byly ziskany za uZiti 2" p¥istupu
[Koike et al., 2007].
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Tabulka 4 — Primery uZité pro analyzu exprimovanych gent

Gen Forward primer Reverse primer (Db%l;(a
PAX-6 5'-TGCCCTTCCATCTTTGCTTG-3' 5'-TCTGCCCGTTCAACATCCTTAG-3' 178
MASH-1 |5-CTCGTCCTCTCCGGAACTGATG-3' 5'-CGACAGGACGCCCGCCTGAAAG-3' |303
Brachyury | 5-GAGAGAGAGCGAGCCTCCAAAC-3' |5-GCTGTGACTGCCTACCAGAATG-3' 230
GATA-4 |5-GAAAACGGAAGCCCAAGAACC-3' 5'-TGCTGTGCCCATAGTGAGATGAC-3' |186
AFP 5'-ATGTATGCCCCAGCCATTCTGTCC-3' | 5'-GAGATAAGCCTTCAGGTTTGACGC-3' | 466
HPRT 5'-CTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTC-3' |5-CAAATCAAAAGTCTGGGGACGC-3' 350

Imunocytochemie (ICC)

Nediferencované a diferencované EC P19 buniky byly
kultivovany dle pfislusnych vySe uvedenych protokold, ale na

specialnich  pozelatinovanych krycich

sklickach

a Vve

specialnich kultivaénich miskach. Takto ziskané kultury bunék
byly oplachnuty PBS a fixovany 30 minut ve 4% roztoku

paraformaldehydu pfi

teploté 4C. Poté byly opét

2X

oplachnuty roztokem PBS a permeabilizovany roztokem PBS
s detergenty (Triton X100-0,2%, Nonidet - NP 40 - 0,5%) 10
minut pfi teploté 4C. Dale byl aplikovan na 10 minut blokovaci
roztok (1% FBS, 0,05% Tween + 0,01% azid sodny v PBS) pfi

teploté¢ 4C. Znaceni bunék primarnimi

protilatkami

(viz

tabulka 5) probihalo v blokovacim roztoku pfes noc pfi 4C.
Nasledujici den byly buriky 4x proplachnuty roztokem 0,05%
Tweenu 20 v PBS. Potom byly pfeznaceny za tmy a pfi
pokojové teploté pfislusnymi sekundarnimi protilatkami dle
tabulky 5 v roztoku PBS s 1% FBS s 0,05% Tweenem 20 po
10 minut. Nenavazana sekundarni protilatka byla 4x vymyta
roztokem 0,05% Tweenu 20 v PBS za stejnych podminek.
ZnacCené bunky na poZelatinovanych krycich sklickach byly
zality montovacim médiem s DAPI (4°,6-diamidino-2-fenylindol
dihydrochlorid-MILIPORE) a vzniklé trvalé preparaty byly dalSi
den pozorovany fluorescenénim mikroskopem Olympus BX

41.

U nediferencovanych EC bunék byla provadéna IHC na
burikach kultivovanych 2 dny po pasazi a byl stanoven
povrchovy marker Lewis X antigen (protilatka FORSE-1 — se
vaze na karbohydratovy povrchovy bunécény epitop Lewis-X
(LeX), blizky stage-specific embryonic antigen (SSEAS)) a

transkripéni  faktor
charakteristické

pouze

(Oct-3/4).
pro

Oba  markery
pluripotentni  burky.

jsou

U

diferencovanych bunék byla imunocytochemie provadéna 10.
den diferenciace (D0) a byl stanoven neuronalni marker
(MAP-2), ktery je charakteristicky pro dendrity.
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Tabulka 5 — Protilatky a jejich fedéni pouzité pfi imunocytochemii

EC P19 buriky | Primarni protilatky Redéni Sekundarni protilatky | Redéni
Hybridoma FORSE-1
(Developmental Studies 11 anti-mouse IgG+IigM 1:750
Hybridoma Bank, ' (FITC, Invitrogen) '
University of lowa)
Nediferencované
Oct-3/4 (Santa Cruz . anti-mouse IgG Alexa .
Biotechnology, Inc.) 1:200 Fluor 568 (Invitrogen) 1:200
anti-mouse 1gG
Diferencované X'LAgéféﬁ')GMA' 1:500 (FITC, SIGMA- 1:150
ALDRICH)

Western blot (WB)

Analyzované bunky byly promyty 2x PBS a destruovany
pomoci lyzaéniho pufru (50 mM Tris-HCI, pH 7.5; 10%
glycerol) s roztokem dodecyl sulfatu sodného (1% SDS).
Koncentrace proteind byla ur€ovana pouzitim DC Protein
Assay Kit (Bio-Rad). Jednotlivé lyzaty byly doplnény
bromfenolovou modfi (0.01%) a B-merkaptoethanolem (1%).
Odpovidajici mnozstvi ziskanych proteina (10 pg/ fada) byla
analyzovana pomoci SDS-PAGE na 10% gelu. Po
elektroforéze byly separované proteiny pomoci elektroblotingu
pfeneseny na polyvinylidin-difluoridovou membranu
(Immobilon-P,  SIGMA-ALDRICH), pfislusné  proteiny
detekovany uzitim odpovidajicich primarnich a sekundarnich
protilatek a vizualizovany dle navodu ECL+Plus reagent
(Amersham Pharmacia Biotech). Byly pouzity nasledujici
protilatky: mySi monoklondlni protilatka proti N-CAM (neural-
cell adhesion molecule; C0678, Sigma), mySi monoklonalni
protilatka proti isotypu neuronalné-specifického B-111 tubulinu
(11-264-C100, ExBio), krali¢i polyklonalni protilatka proti p27
(sc-528, Santa Cruz Biotech.), krali¢i polyklonalni protilatka
proti Oct-3/4 (sc-9081, Santa Cruz Biotech.) a kralici
polyklonalni protiladtka proti cdk4 (sc-260, Santa Cruz
Biotech.).

31




6.1.2 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysSich (m) ES D3 bun ék

Kultivace nediferencovanych mES D3 bun  ék

Linie mySich ES bunék D3 byla ziskana z European Collection
of Cell Culture, Wiltshire, UK. Tyto bunky byly kultivovany na
tk&dnovych kultivaénich miskach potazenych 0,1% vodnym
roztokem Zelatiny na mitomycinem C oSetfenych mysSich
embryondlnich fibroblastech v DMEM obsahujicim 20% FBS,
0,05 mM B-mercaptoethanolu, 100 i.u./ml penicilinu, 0,1 mg/ml
streptomycinu a 1000 u/ml leukemického inhibiéniho faktoru
(LIF). Pfed procesem diferenciace byly tyto buriky adaptovany
na kultivaci bez podparné vrstvy fibroblastu.

Neurodiferenciace mySich mES D3 bun ék

Neurodiferenciace mySich ES bunék byla zapocata
vytvofenim embryoidnich télisek (EBs) — C&tyfdenni kultivaci
D3 bunék na neadhesivnich bakteriologickych kultivaénich
miskach bez potazeni Zelatinou v DMEM médiu, doplnéném o
stejné pfisady viz vySe, ale bez LIF. VzniklA embryoidni
téliska byla prenesena ve stejném médiu na standardni
kultivaCni misku, kterd jiz byla potaZzena Zelatinou. Nasledné
byla neurodiferenciace indukovana chemicky, kdy nasledujici
den bylo standardni médium vyménéno za DMEM/F12 (1:1)
doplnéné o roztok ITS (insulin, transferrin, selenium - PAA
Laboratoreis GmbH) a stejnéd antibiotika. Pak byla do jedné
kultivacni misky na 2 dny pfidana RA o vysledné koncentraci v
médiu c= 5 x10'M [Bain et al., 1995; Okabe et al., 1996;
Pachernik et al., 2002a], zatimco do druhé ne. Potom byly
vSechny ES D3 bunky diferencovany v bezsérovém médiu 8
dni.

Charakterizace nediferencovanych a diferencovanych
ES D3 bunék

ES D3 buniky byly charakterizovany imunocytochemicky
nejprve v nediferencovaném stavu (D0), pak po 15 dnech
diferenciace (D15) pasobenim RA. Western blot byl provadén
u obou diferenciacnich pokusut 7., 11., 13. a nakonec 15. den
diferenciace (D15).

Imunocytochemie

Nediferencované a diferencované mES D3 bunky byly
kultivovany dle pfislusnych vySe uvedenych protokolu, ale na
specialnich  pozelatinovanych krycich sklickach a ve
specialnich kultivacnich misk&ch. Takto ziskané kultury bunék
byly oplachnuty PBS a fixovany 30 minut ve 4% roztoku
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paraformaldehydu pfi teploté 4C. Po té byly opét 2x
oplachnuty roztokem PBS a permeabilizovany roztokem PBS
s detergenty (Triton X100-0,2%, Nonidet - NP 40 - 0,5%) 10
minut pfi teploté 4. Déale byl aplikovdn na 10 minut
blokovaci roztok (1% FBS, 0,05% Tween + 0,01% azid sodny
v PBS) pfi 4C. Znaceni bunék primarnimi protilatkami
probihalo dle tabulky 6 v blokovacim roztoku pfes noc pfi 4C
(povrchovy marker LeX antigen byl opét znaden primarni
protilatkou FORSE-1). Nasledujici den byly bunky 4x
proplachnuty roztokem 0,05% Tweenu 20 v PBS. Potom byly
pfeznaCeny za tmy a pfi pokojové teploté sekundarni
protilatkou v roztoku PBS s 1% FBS a 0,05% Tweenem 20 po
dobu 10 minut viz tabulka 6. Nenavazana sekundarni
protilatka byla 4x vymyta 0,05% roztokem Tweenu 20 v PBS
za stejnych podminek. Znacené bunky na poZzelatinovanych
krycich sklickach byly zality montovacim médiem s DAPI
(MILIPORE) a vzniklé trvalé preparaty byly dalsi den
pozorovany fluorescenénim mikroskopem Olympus BX 41.

Tabulka 6 — Protilatky a jejich fedéni pouzité pfi imunocytochemii

ES D3 buriky Primarni protilatky | Redéni | Sekundarni protilatky | Redéni
Hybridoma
FORSE-1
(Developmental 11 anti-mouse 1gG+IgM 1:750
Studies Hybridoma | ™ (FITC, Invitrogen) ’
Bank, University of
Nediferencované | lowa)
CC)I?L5-23/4 (Santa 1:200 | @nt-mouse IgG 1:200
Biotechnolo ‘ (Alexa Fluor 568, ‘
9y, Invitrogen)
Inc.)
. . MAP-2 (SIGMA- . anti-mouse 1gG .
Diferencované ALDRICH) 1:500 (FITC, SIGMA- 1:150
ALDRICH)
[é—II(I;II;[AuAt\)_uIm anti-mouse 1gG
(ALDRI o 1:500 | (FITC, SIGMA- 1:150
) ALDRICH)
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6.2

6.2.1

6.2.2

Western blot (WB)

Analyzované buriky byly promyty 2x PBS a zlyzovany pomoci
lyzacniho pufru (50 mM Tris-HCI, pH 7.5; 10% glycerol) s
roztokem dodecyl sulfatu sodného (1% SDS). Koncentrace
proteind byla uréovana pouzitim DC Protein Assay Kit (Bio-
Rad). Jednotlivé lyzaty byly doplnény bromfenolovou modfi
(0.01%) a B—merkaptoethanolem (1%). Odpovidajici mnozstvi
ziskanych proteind (10 upg/ fada) byla analyzovana pomoci
SDS-PAGE na 10% gelu. Po elektroforéze byly separované
proteiny pomoci elektroblotingu pfeneseny na polyvinylidin-
difluoridovou membranu (Immobilon-P, SIGMA-ALDRICH), a
prislusné proteiny imunodetekovany uZzitim odpovidajicich
primarnich a sekundarnich protilatek a vizualizovany dle
navodu ECL+Plus reagent (Amersham Pharmacia Biotech).
Byly pouzity nasledujici protilatky: mySi monoklonélni
protilatka proti N-CAM (neural-cell adhesion molecule; C0678,
SIGMA-ALDRICH), mySi monoklonalni protilatka proti isotypu
neuronalné-specifického (-111 tubulinu (11-264-C100, ExBIio) a
kréli¢i polyklonalni protilatka proti cdk4 (sc-260, Santa Cruz
Biotech).

Transplantace nediferencovanych EC P19 bun &k
a z nich odvozenych diferencovanych neuralnich
progenitor & do CNS modelovych laboratornich
mySi s neurodegenerativnim onemocn  énim

Kultivace nediferencovanych a permanentni
transfekce EC P19 bun ék

Kultivace EC P19 bunék ziskanych z European Collection of
Cell Culture, Wiltshire, UK byla provadéna in vitro za vySe
uvedenych podminek a v kultivaénim médiu o shodném
sloZeni.

Permanentni transfekce bunék P19 byla provedena uZitim
GFP plasmidu (Clontech Laboratories, Inc.) dle navodu
CalPhos™ Mammalian Transfection Kit.

Diferenciace neuroprogenitor a EC P19 bunék

Trvale transfekované EC P19 burky byly diferencovany do
stadia neuroprogenitord kultivaci v diferenciatnim médiu o
vySe uvedeném sloZeni a indukovany RA o stejné koncentraci
a dobé plsobeni. Jejich diferenciace vSak byla ukonéena jiz 3.
den. Nasledné byly neuroprogenitory uzity k transplantaci do
mozecku mysi.
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6.2.3

6.2.4

Pokusna zvi rata

Pouzito bylo celkem 101 dospélych laboratornich mysi typu
wild a Lurcher kmene B6CBA. Pramérny vék v den operace
byl 258,4 dne (smérodatna odchylka 62,4 dne). Mysi byly
chovany za standardnich podminek konvenéniho chovu:
periody svétla a tmy se stfidaly pravidelné po 12 hodinach (6-
18/18-6). Teplota v chovném zafizeni byla 22-24 °C a vihkost
vzduchu byla udrzovana v rozmezi 60-80%. Voda a potrava
byly dostupné ad libitum. MySi byly drzeny v plastovych
chovnych klecich s draténym vikem (1-2 mysSi v Kkleci o
rozmérech 11 x 25 cm a vysSce 14 cm, 2-4 mySi v klecich o
rozmérech 18 x 25 cm a vysce 14 cm).

25 mySim typu wild (12 samcum, 13 samic) a 25 mysim typu
Lurcher (12 samcim, 13 samic) byly transplantovany
nediferencované EC P19 buriky. 26 mysi typu wild (13 samcl
a 13 samic) a 25 mysi Lurcher (13 samcim, 12 samic) dostalo
neuroprogenitory odvozené od linie P19.

Transplantace

Transplantace byla provedena v celkové anestezii smési
ketaminu (100 mg/kg télesné hmotnosti) a xylazinu (16 mg/kg
télesné hmotnosti) aplikovanou intraperitonealné. Nejprve byla
anestezované mysi ostfihana srst v parietalni a okcipitalni
oblasti hlavy, ktera pak byla potfena dezinfekénim roztokem.
MyS byla upevnéna do stereotaxického aparatu a operaéni
pole bylo opét vydezinfikovano. Na o¢ni rohovky byl kapnut
fyziologicky roztok a oci byly pfekryty vrstvickou bunicité vaty,
zvlhéené rovnéz fyziologickym roztokem k prevenci osychani
rohovek. Kozni fez byl veden skalpelem ve stfedni Cafe v
parietaIni a okcipitalni oblasti hlavy. Délka fezu byla asi 1 cm.
V okcipitalni kosti ve stfedni Cafe mezi lambdou a Upony
Sijovych svall (bregma — 7,0 mm) byl vyvrtan otvor o primeéru
do 2 mm. MikrostfikaCkou Hamilton vlozenou do automatickeé
mikropumpy byl otvorem do mozecku pfijemce injikovan 1 pl
bunécné suspenze (celkovy pocet bunék 50 000/1 ul DMEM
média) konstantni rychlosti 0,5 pl/min. Hrot jehly zasahoval
1,6 mm pod vnéjSi povrch lebky. V pribéhu aplikace byl hrot
jehly posunut o 0,1 mm vySe. Po aplikaci transplantatu byla
jehla ponechana 5 minut v otvoru, aby se zabranilo zpétnému
uniku bunécéné suspenze z lebky a poté byla jehla plynule
vytazena. Rana byla seSita v jedné vrstvé vstifebatelnym Sicim
materialem (Monolac, Chirlac rapid, Chirmax s.r.0.). Mys byla
pak uvolnéna ze stereotaxického drzaku, rana byla
dezinfikovana a zvife uloZzeno na vyhfivanou podlozku, dokud
se neobjevila spontanni motoricka aktivita. Poté byla vracena
do chovné klece.
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6.2.5

6.2.6

Histopatologické vyhodnoceni transplantaci

21 dnd po transplantaci byly pokusné mySi usmrceny
hlubokou anestezii intraperitoneélné aplikovanym tiopentalem
(0,2 ml 10% roztoku) a transkardialné perfundovany
fosfatovym  pufrem (pH 7,4) a nésledné 4%
paraformaldehydem ve fosfatovém pufru (pH 7,4). Mozky byly
vyjmuty a vlozeny k postfixaci na nékolik dnd do 4%
paraformaldehydu (pH 7,4). Pak byly vloZzeny pfes noc na 16-
20 hodin do 30% roztoku sacharézy ke kryoprotekci a
zamrazeny. Nasledné byly mozecky krajeny na kryostatu tak,
Ze 40 um silné frontélni fezy byly uklddéany jednotlivé do 24
jamkové desticky s fosfatovym pufrem (pH 7,4). Na skla
zamontované fezy byly potom vySetfeny fluorescenénim
mikroskopem. Transplantované a dalSi z nich odvozené buriky
byly identifikovany podle pfirozené zelené fluorescence GFP.
Fluorescenéni  mikroskopie umoznila rovnéz posoudit
lokalizaci a zakladni morfologii transplantatu (velikost,
kompaktnost, expanzi nebo naopak destrukci fluoreskujici
transplantované tkang). Rezy obsahujici GFP pozitivni buriky
byly fotograficky dokumentovany. Kazdy druhy fez byl poté
obarven hematoxylin-eosinem a zbylé fezy byly obarveny dle
Nissla, coz je specialni barveni znazorhujici typické
endoplasmatické retikulum neurond. Obé& vySe jmenovana
barveni pomohla  podrobnéji  vizualizovat = morfologii
transplantatu a okolni tkané.

Za myS s prezivajicim transplantatem, byla povazovana ta, u
niz byla nalezena zelené fluoreskujici tkan, byt se jednalo o
nékolik bunék. Pokud byl zjistén pouze zelené fluoreskujici
detritus (nikoliv vSak buriky), anebo kdyz nebyly patrné zadné
znamky fluorescence, byl transplantat povazovany za zanikly.
Za expanzivné se chovajici transplantat byl povazovan takovy,
ktery deformoval tvar okolnich  struktur (mozecku,
mezencefala) a odklanél nebo stlacoval jejich ¢asti. Za
destrukci  transplantatu byl povaZzovan otvor uvnitf
transplantatu anebo dutina, v jejiz sténé se nachazel GFP
pozitivni detritus a bunky. U kazdého prFezivajiciho
transplantatu byla sledovana také jeho lokalizace a charakter
ohrani¢eni v ramci celého mozku.

Imunohistochemie (IHC)

15 laboratornim mysim typu wild kmene B6CBA byly obdobné
transplantovany GFP neuroprogenitory odvozené od EC P19
bunék. 2 mésice po transplantaci byly pokusné mysSi
usmrceny a jejich mozky zpracovany jiz zminénym postupem
na jednotlivé fezy. Rezy obsahujici GFP pozitivni buriky byly
téz fotograficky zdokumentovany. Vybrané GFP fezy byly poté
obarveny, tak abychom identifikovali transplantované buriky
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6.2.7

6.3

pozitivni na MAP-2 (neurony), GFAP (astrocyty) a kalbindin
(Purkynovy buriky). Pro obarveni téchto typad bunék jsme
pouzili nasledujici fluorescenéni imunohistologickou metodu:

Nejprve byl na fezy aplikovan na 1hod. blokovaci roztok (10%
kozi serum, 0,5% roztok Tweenu, 0,1% roztok FBS v PBS) pfi
laboratorni teploté. Zna€eni primarnimi protilatkami probihalo
v PBS pfes noc pfi 4C (anti-GFAP-Cy3 produced in mouse,
SIGMA-ALDRICH, fedéni 1:800; anti-MAP-2, SIGMA-
ALDRICH, Fedéni 1:400; anti-calbindin, SIGMA-ALDRICH,
fedéni 1:1000 produced in rabbit). Nasledujici den byly buriky
3x proplachnuty roztokem PBS. Potom byly po dobu 2 hod.
pfeznateny za tmy a pfi pokojové teploté sekundarni
protilatkou v roztoku PBS (goat anti-rabbit IgG, Alexa Fluor
568, Invitrogen, Fedéni 1:200). Nenavazana sekundarni
protilatka byla 3x vymyta roztokem PBS za stejnych
podminek. Obarvené fezy byly pfeneseny na podlozni sklicka
a zality montovacim meédiem s DAPI (MILIPORE). Takto
pfipravené preparaty byly nasledujici den pozorovany
fluorescenénim mikroskopem Olympus BX 41.

Statistické vyhodnoceni

V jednotlivych experimentalnich skupindch mysi byla
hodnocena frekvence prezivani transplantatu a vyskytu
riznych typickych morfologickych charakteristik
transplantované tkané (lokalizace, expanse a destrukce).
Statisticka vyznamnost rozdild mezi skupinami mysi (wild typ
a Lurcher, nediferencované bunky P19 a neuroprogenitory)
byla hodnocena Fisherovym testem. Za statisticky vyznamné
byly povazovany rozdily, pro které plati p<0,05.

VSechny pokusy byly provadény se souhlasem Odborné
komise pro praci s pokusnymi zvifaty LF UK v Plzni a v
souladu s etickymi a pravnimi normami CR.

Studium mutaci v genu pro leukemicky inhibi  éni
faktor (LIF) a jejich vztahu k plodnosti zen

VySetfili jsme celkem 151 infertilnich a 205 plodnych Zen (vék
mezi 22. a 41. rokem Zivota). K analyze vyskytu mutaci jsme
pouzili elektroforézu probihajici v teplotnim gradientu (TGGE) s
naslednou sekvenaci vSech TGGE pozitivnich vzorkd. Soubor
neplodnych Zen jsme rozdélili na zékladé vyskytu imunopatii na
2 skupiny. Do skupiny A byly zafazeny Zeny bez imunopatii, ale
s ovarialnim, tubarnim a andrologickym faktorem (n=107). Do
skupiny B Zeny s pfedpokladanymi imunopatiemi, jako je
idiopatickd infertilita a endometrioza (n=44). Pacientky
klasifikované v naSi studii jako idiopaticky neplodné mély
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6.3.1

ovulaéni cykly, laparoskopicky prokazanou prichodnost obou
vejcovodu a absenci pelvickych adhezi & endometridzy, a téz
normalni hysteroskopicky ¢&i hysterosalpingograficky nalez.
Jejich partnefi méli normalni spermiogramy a nebyly u nich
prokazany antispermatické protilatky.

Polymerazova fetézova reakce (PCR) a vySet Fovani
mutaci v genu pro LIF

Pro sériova vySetfeni DNA jsme pouZzivali gelovou elektroforézu
probihajici v teplotnim gradientu. Analyzovany byly kédujici
oblasti a exon-intronové spoje genu. Exon 3 bylo nutno rozdélit
pro potfeby TGGE na tfi Casti, takze jsme vySetifovali celkem
pét PCR fragmentd. Za UucCelem vytvorfeni termostabilnich
domén byly primery modifikovany pomoci Poland java script
pridanim GC svorek (www.biophys.uni-
duesseldorf.de/POLAND/poland.html) viz tabulka 7. PCR
reakce byla sestavena takto: 12.5 pl HotStart Tag PCR Master
Mix (QlAgen), 10 pmol pfislusnych primert, 100 ng DNA a
destilovana voda do celkového objemu 25 ul. Amplifikaéni
program se skladal z denaturace pfi 95 € po dobu 15 minut a
pak 35 cykli skladajicich se z denaturace pfi 95 € po dobu 30
sekund, annealingu pfi 60 T po dobu 30 sekund a extenze pfi
72 C po dobu 1 minuty. PCR byla zakon ¢ena finalni extenzi pfi
72 T po dobu 7 minut. Amplifika ¢ni program se shodoval pro
vSechny analyzované exony, s vyjimkou exonu 1, u néhoz byla
teplota annealingu 50 C. Délka a kvalita PCR produ ktu byla
kontrolovana na standardnim agar6zovém gelu.
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Tabulka 7 — Pouzité primery

Exon | Jméno Sekvence 5 '— 3'

E1F-GC CGCCCGCCGCGCCCCGCGLCeaGGreeaeeasecececeeae
El CCG CTATGATGCACCTCAAACAA*

E1R GGGGCGGGTGTATTTA*

E2F GCCACCCTTTCCTGCCTTTCTAC**
E2 E2R-GC CGGGCGGGGGCGGCGGGCCGGGCGCGGGGLCGLGGLG

GGCG TCCCTGCCATCTCCTGTCAGTATC**

E31F-GC CGCCCGCCGCGCCccceGraeeeaareeaeeaececececeae
E3.1 ' CCGACAATTCCAGATGCTTACAGGG **

E3.1R-GC | GCGGG GCCAAGGTACACGACTATGC**

E3.2F CCCAACAACCTGGACAAGCTATG**
E3.2 E32R-GC CGCCCGCCGCGCCcccraeaeeeaGeeeeaeceaceceececeae

' CCCCCGTAGGTCACGTCCACATG**

E3.3F-GC |CCCGC CCTCCTTAGCAACGTGCTGT*

E3.3 CGGGCGGGGGCGGCGGGCCGGGCGCGGGGLCGLGGLG

E3.3R-GC

GGCGACATCTGGACCCAACTCCTG*

Vyhledavani mutaci bylo provadéno analyzou heteroduplexu
TGGE (Biometra, Goettingen, Germany) za pouZiti
akrylamidovych gelt (8% akrylamid (AA:bis-AA [37,5:1]), 6M
urea, 1x MOPS, 2% glycerol).

TGGE analyzy byly provadény ve dvou krocich — nejprve
byly podminky elektroforézy optimalizovany pro kazdy PCR
fragment zvlast na perpendikularnich gelech. Jednotlivé vzorky
pacientek byly analyzovany na paralelnich gelech. VSechny
paralelni gely béZely po dobu 1 hodiny 30 minut. Teplotni
gradienty byly pro kazdy fragment specifické a jsou
zaznamenany v tabulce 8. DNA byla detekovana metodou
barveni stfibrem.

Tabulka 8 - Teplotni gradienty pouzivané pfi paralelnich

TGGE gelech
Exon Teplotni gradient
E1l 55°C - 63°C
E2 53°C - 65°C
E3.1 58°C - 66°C
E3.2 60°C - 65°C
E3.3 58°C - 62°C

VSechny vzorky pozitivni v TGGE jsme nasledné sekvenovali
na sekvenatoru ABI Prism 310 (PE/Applied Biosystems,
Foster City, USA) pfi 11.3 kV po dobu 20 minut.

Statistické zhodnoceni rozdilu mezi skupinou neplodnych
pacientek s mutacemi v genu pro LIF a skupinou infertilnich
Zen bez mutaci bylo provedeno pomoci Fisherova exaktniho
testu pro Ctyfpolni tabulky.
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Tato studie byla téZ schvalena etickou komisi LF UK v Plzni a
vSechny pacientky podepsaly informovany souhlas.
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7 Vysledky

7.1 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich ES bun &k

7.1.1 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich EC P19 bun ék

Ziskané hodnoty kvantifikacniho stanoveni exprese vybranych
gend jsou udany jako relativni C; (vztazené Kk expresi
housekeeping genu) a relativni podty kopii (R) jsou uvedeny v
nasledujici tabulce 9:

Tabulka 9 — Vysledky kvantifikace mRNA - C; hodnoty

a relativni pocty kopii (R)

Gen Den Primérnd C;|R
HPRT DO 19.15 -
D3 19.55 -
D10 19.70 -
Pax-6 DO 32.30 0.00011
D3 22.50 0.12941
D10 21.55 0.27739
Brachyury DO 21.70 0.17076
D3 29.65 0.00091
D10 32.75 0.00012
Mash-1 DO 29.75 0.00064
D3 29.00 0.00143
D10 26.85 0.00704
GATA-4 DO 29.75 0.00064
D3 29.00 0.00143
D10 34.15 0.00005
AFP DO 36.45 0.00001
D3 25.50 0.01618
D10 29.90 0.00085
Pro jednoduSsi porovnani ziskanych hladin

jednotlivych gend v riznych stadiich diferenciace EC bunék,
byly jejich relativni hodnoty pfepocitany na procentudlni viz
tabulka 10 a pro lepSi pFfedstavu znazornény grafem viz
obrazek 1. Tyto hodnoty exprese jsou uvedeny jako pomérna

v s

stanoveny na 1%.
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Tabulka 10 — Vysledky kvantifikace mRNA —
prepocitané relativni hladiny (maximalni exprese je

zvyraznéna tucné)

Gen DO D3 D10
PAX-6 1 1176 2521
MASH-1 |1 2 11
Brachyury | 1448 8 1
GATA-4 |14 32 1
AFP 1 2610 137
Exprese genu (%)
100
80
60 = DO
% H D3
D10
40
20
o 8 ] N
PAX-6 MASH-1 Brachyury GATA-4 AFP

Obrazek 1 — Graficky zpracované vysledky kvantifikace mRNA z
tabulky 10, které jsou znazornény v procentech, kdy nejvyssi
hodnota exprese markeru neni zaznamenana, jelikoz presahuje

Hladiny exprese genu PAX-6 a MASH-1 maji rostouci
tendenci a naopak exprese genu Brachyury klesad béhem
procesu neurodiferenciace. Hladiny exprimovanych gen
GATA-4 a AFP byly nejvySSi po indukci diferenciace RA
[Babuska et al., 2010].

Nediferencované EC buriky byly imunocytochemicky pozitivné
testovany na pfitomnost marker( pluripotence - Oct-3/4 a
antigen LeX (obrdzek 3, 4). Béhem diferenciace (D10)
postupné prevladaji kolonie bunék s neuronalnim fenotypem
(obrdzek 2). EC bunky se nejprve zakulati, tvofi vybézky a
nakonec se organizuji v kolonie tvaru neurosfér s neurity.
Tento charakter bunék byl opét imunocytochemicky potvrzen
pfitomnosti markeru MAP-2 (obrazek 5). Dale byly tyto burnky
shledany pozitivnimi na dalSi neuronélni markery - N-CAM a
B-11I tubulin pomoci western blotu (obrazek 6).
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. .

9 bunék po indukci RA (D10)

Obrazek 2 — Neuralni fenotyp EC P1

Obrazek 3 — Imunocytochemické stanoveni Oct-3/4 u
nediferencovanych EC P19 bunék



Obrazek 4 — Imunocytochemické stanoveni nediferencovanych EC
P19 bunék na Lewis X antigen

Obrazek 5 — Imunocytochemické stanoveni MAP-2 u
diferencovanych EC P19 bunék



Undifferentiated EC cells
Undifferentiated EC cells

.
’ . Brain 13 p.c.

Undifferentiated EC cells
Differentiated progenitors

(day 3)
Differentiated neurons

(day 10)

N-CAM -

B-1I tubulin S

P - -

Obrazek 6 — Western blot nediferencovanych a diferencovanych EC
P19 bunék

7.1.2 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysSich ES D3 bun ék

Nediferencované mysi kmenové burnky linie D3 byly v kultufe
kulovité a bez vybéZzkd. Imunocytochemicky u nich byla
prokdzana pritomnost marker( pluripotence — Oct-3/4 a LeX
antigen (obrazek 7, 8).
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100 pm

Obrazek 7 — Imunocytochemické stanoveni Oct 3/4 u
nediferencovanych ES D3 bunék.

Obrazek 8 — Imunocytochemické stanoveni nediferencovanych ES
D3 bunék na LeX antigen
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Vysledkem diferenciace pomoci RA byl rast buné&nych
vybéZzkl v prabéhu 7 az 15 dni a zména morfologie bunék v
elementy neuronalniho fenotypu, s charakteristickou
somadendritickou  morfologii  (obrazek 9). Neuronalni
diferenciaci téchto buné&tnych elementd potvrzovala i
imunocytochemicky prokazana pfitomnost markerd MAP-2 a
B-111 tubulinu (obrdzek 10 a 11). S vyuzitim western blotu byla
u této diferenciace potvrzena pozitivita i na neuronalni marker
N-CAM (obrazek 12). Western blot provedeny v lyzatech
elementl diferencovanych bez indukce RA ukazal na nizkou
pozitivitu neuronalniho markeru N-CAM a na negativitu B-llI
tubulinu  (obrazek 12). Neefektivhost tohoto postupu
neurodiferenciace potvrdila i morfologie bunék, které byly bez
neuronalnich vybézka.

Obrazek 9 — mES bunky s neuronalnim fenotypem,

s charakteristickou somatodendritickou morfologii po 15 dnech

diferenciace
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Obrazek 10 — Imunocytochemické stanoveni -1l tubulinu u
diferencovanych ES D3 bunék

Obrazek 11 — Imunocytochemické stanoveni MAP-2 u
diferencovanych ES D3
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Obrazek 12 — Western blot nediferencovanych a diferencovanych
ES D3 bunék

7.2 Transplantace nediferencovanych EC P19 bunék a z
nich odvozenych diferencovanych neuralnich
progenitord do CNS modelovych laboratornich mysi s
neurodegenerativnim onemocnénim

Transplantované nediferencované bunky P19 [
neuroprogenitory vytvarely loziska fluoreskujicich bunék v
oblasti aplikace viz obrazek 13.

Transplantované buriky se neSifily do vzdalenéjSich oblasti a
nekolonizovaly mozeckovou karu pfijemce. V nékterych
pripadech nemél fluoreskujici transplantat ostrou hranici oproti
nefluoreskujicimu okoli, v jinych byla naopak patrnd ostra
hranice a deviace nebo komprese okolnich struktur timto
Gtvarem.
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Obrazek 13 — GFP pozitivni buriky na fezu mozecku WT mySi po
transplantaci neuroprogenitoru

PreZiti transplantovanych bun &k

U mysi shodného typu, tedy u mysi WT ¢i Lc, 3 tydny po
aplikaci nebyl v prezivani transplantatd sloZzenych z
neuroprogenitord a nediferencovanych EC bunék linie P19
statisticky vyznamny rozdil viz tabulka 11 a 12, obrazky 17 a
18. Pfi srovnani prezivani transplantatu z neuroprogenitord bylo
zjisténo vyznamné vysSi prezivani u mysi typu WT (p= 0,0078)
nez u mutantd Lc (tabulka 12, obrazky 17 a 18). U mysi typu
WT transplantovanych pro imunohistologii, kterym byly
aplikovany pouze neuroprognitory, byly 2 mésice po jejich
aplikaci objeveny transplantaty u 11 z 15 mysSi (73,3%).

Morfologie transplantatu

Z hlediska sledované morfologie transplantatu byl expanzivni
charakter vzdy pfitomen po aplikaci nediferencovanych bunék
P19 (tabulka 13, 14, obrazek 14, 25) na rozdil od
neuroprogenitord, kde byla expanze vyrazné nizsi (obrazek 19,
25, tabulka 13 a 14). Ve skupinach transplantovanych mysi
typu WT byla expanze vyznamné castéjSi po aplikaci
nediferencovanych bunék P19 v poméru k neuroprogenitoriim
(p= 10,0017, viz tabulka 15, obrazek 25).
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Obrazek 14 — Expanze transplantatu v mozecku mysi typu WT
po aplikaci nediferencovanych EC P19 bunék

Destrukce v transplantatu se vyskytovala po transplantaci
neuroprogenitord bez ohledu na typ mySi jako pfFijemce
(obrazek 15, 20, 23 a 26, tabulka 13 a 14). Nikdy se vSak
nevyskytla po transplantaci nediferencovanych bunék P19
(tabulka 13 a 14, obrazek 26).

Lokalizace transplantatu

Po aplikaci neuroprogenitorl i nediferencovanych EC bunék do
mozeCkd mysi byly bunky pozitivni na pfitomnost GFP
nalezeny ve stfedu mozecku u vétsSiny mysi typu wild (tabulka
13 a 16, obrazek 13, 14, 21 a 27). U mutantd Lc byl transplantat
lokalizovan vzdy mimo mozecek a to nej¢astéji v mezencefalu,
pfipadné na hranici mezencefala a mozkového kmene (tabulka
14 a 16, obrazek 16, 18, 24 a 27). Pokud byl transplantat v
kontaktu s mozec¢kem mysi s olivocerebelarni degeneraci, tak
do néj nikdy nevrustal. Jeho ohrani¢eni vzhledem k mozecku
bylo zfetelné, ale smérem k mezencefalu naopak nevyrazné
(obrazek 16). Lokalizace obou stadii transplantovanych bunék v
mezencefalu mysi typu Lc byla natolik odliSna oproti lokalizaci
transplantatu v mozecku mysi typu wild, Ze hodnoty Fisherova
testu vyrazné presahuji hladinu vyznamnosti (p< 0,05 - NPG:
Lc vs WT je p=0,0049; P19: Lc vs WT je p=0,0101 viz tabulka
16 a obrazek 27).
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Obrazek 15 — Destrukce v transplantatu v mozecku mysi typu
WT po aplikaci neuroprogenitor(

Obrazek 16 — Lokalizace transplantatu v mezencefalu mysi typu
Lc po aplikaci neuroprogenitor(
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Tabulka 11 — PreZivani transplantovanych stadii EC P19 bunék
v riznych skupinach mysi

Prezivani Celkovy pocet mysi ano |ne [2N0° ne
transplantatu (n) (%) (%)
WT - neuroprogenitory | 26 14 |12 |53,8 |46,2
WT - P19 25 8 |17 |32,0 |68,0
Lc - neuroprogenitory |25 4 21 16,0 |84,0
Lc- P19 25 4 |21 |16,0 [84,0

Tabulka 12 — Porovnani pfrezivani transplantovanych stadii EC P19
bunék v riznych skupinach mysSi pomoci Fisherova testu

FisherQv test p
Skupiny transplantovanych mysi

WT neuroprogenitory WT P19 0.1599
Lc neuroprogenitory Lc P19 shoda
WT neuroprogenitory Lc neuroprogenitory 0.0078
WT P19 Lc P19 0.3209

Piezivanitransplantatu v mysSim mozec¢ku mne

Oano

Pocet mysi ve skupiné

WT - neuroprogenitory WT- P19 Lc- neuroprogenitory Lc- P19

Skupiny mysi podle transplantovanych bunék

Obrazek 17 — Prezivani transplantatd v ramci skupin
transplantovanych mysi ve vztahu k po¢tu mysi
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Prezivani transplantatu (%)
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Lc-
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WT - P19

Skupiny mySi podle transplantovanych bun

Lc-P19

ék

Obrazek 18 — PreZivani transplantatd v ramci skupin
transplantovanych mysi vyjadfenych v procentech

Tabulka 13 — Morfologicka charakteristika a lokalizace transplantatt
ve skupiné mysi typu WT po aplikaci NPG a nediferencovanych EC

bunék
WT NPG P19
Expanze ano 28,6 100,0
(%) ne 71,4 0,0
Destrukce ano 42,9 0,0
(%) ne 57,1 100,0
Lokalizace mozedek 78,6 87,5
(%) mesencefalon |14,3 0,0
jind 7,1 12,5




Expanze transplantatu mysi
(WT-neuroprogenitory)

28,6%

O ano
® ne

Obrazek 19 — Grafické znazornéni expanze transplantatu u
mysSi typu WT po transplantaci neuroprogenitort

Destrukce transplantatu mysi
(WT-neuroprogenitory)

43%

57%

O ano
® ne

Obrazek 20 — Grafické zndzornéni destrukce v
transplantatu u mysi typu WT po transplantaci
neuroprogenitor(
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14%

Lokalizace transplantatu v mozku mysi

(WT-neuroprogenitory)

7%

O mozecek
B mesencefalon
Ojina

Obrazek 21 — Grafické zndzornéni lokalizace transplantatu u mysi

typu WT po transplantaci neuroprogenitort

Tabulka 14 — Morfologicka charakteristika a lokalizace transplantatt
ve skupiné mysSi typu Lc po aplikaci NPG a nediferencovanych EC

bunék
Lc NPG P19
Expanze ano 50 100
(%) ne 50 0
Destrukce ano 25 0
(%) ne 75 100
Lokalizace mozecek 0 0
(%) mesencefalon |50 75
jiné 50 25
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Expanze transplantatu mysi
(Lc-neuroprogenitory)

50% 50%

O ano
M ne

Obrazek 22 — Grafické znazornéni expanze transplantatu u
mysSi typu Lc po transplantaci neuroprogenitor

Destrukce transplantatu mysi
(Lc-neuroprogenitory)

25%

O ano

B ne

Obrazek 23 — Grafické znazornéni destrukce v
transplantatu u mysi typu Lc po transplantaci
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Lokalizace transplantatu v mozku mysSi

(Lc-neuroprogenitory)

0%

50%

O mozedek
B mesencefalon
Ojina

Obrazek 24 — Grafické znazornéni lokalizace transplantatu
u mysi typu Lc po transplantaci neuroprogenitort

Expanze (%)
120

Odano @ne

100

80 1
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WT NPG WT P19

Lc P19

Obréazek 25 — Vyskyt expanze transplantatu v mozecku
mysSi typu WT a Lc po aplikaci neuroprogenitord a
nediferencovanych EC P19 bunék

58




Destrukce (%) Dano mne

100% ~

80% A

60% -

40% -
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WT NPG WT P19 Lc NPG Lc P19

Obrazek 26 — Vyskyt destrukce transplantatu v mozecku
mysSi typu WT a Lc po aplikaci neuroprogenitort a
nediferencovanych EC P19 bunék

Lokalizace (%) M

100% -

80% 1

60% A

40% -
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WT NPG WT P19 Lc NPG Lc P19

Obrazek 27 — Lokalizace transplantatu v mozecku a
mimo mozecek mysSi typu WT a Lc po aplikaci
neuroprogenitort a nediferencovanych EC P19 bunék
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Tabulka 15 — Porovnani expanze dle stupné diferenciace bunék
transplantatu (neuroprogenitory a nediferencované P19 buriky) u
mysSi typu WT pomoci Fisherova testu

Expanze P19 vs NPG: WT ano ne
NPG 4 10
P19 8 0
Fisheruv test: p 0.0017

Tabulka 16 — Porovnani lokalizace transplantatu z neuroprogenitord
¢i nediferencovanych EC bunék u transplantovanych mysi typu WT

a Lc pomoci Fisherova testu

WT vs Lc mozecek mezencefalon
WT: NPG 12 2

Lc: NPG 0 4

Fisheruv test: p 0.0049

WT: P19 7 1

Lc: P19 0 4

Fisherav test: p 0.0101

Funk énost transplantatu

Funkénost transplantovanych bunék byla ovéfena fluorescencéni
imunohistologii, kdy byly nalezeny GFP bunky, které byly
zarovenn obarveny na MAP-2 (neurony), GFAP (astrocyty) a
kalbindin (Purkynovy bunky). V transplantatech byly takto
identifikovany vSechny jmenované bunécné typy, které byly
nejen pozitivni na jmenované markery, ale odpovidajici byla i
jejich morfologie viz obrazek 28, 29 a 30.

60




Obrazek 28 — Transplantované GFP a na MAP-2 pozitivni buriky
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Obrazek 29 — Transplantované GFP a na GFAP pozitivni bufky

200 pm

Obrazek 30 — Transplantované GFP a na kalbindin pozitivni buriky
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7.3 Studium mutaci v genu pro leukemicky inhibi ~ éni
faktor (LIF) a jejich vztahu k plodnosti zen

Ve skupiné plodnych Zen nebyla nalezena Zzadna s mutaci
v genu pro LIF. Ve skupiné 151 neplodnych Zen bylo zjisténo
15 infertilnich Zen, které meély bodovou mutaci G za A
(transice) na pozici 3400 genu pro LIF, ktera vede pfi translaci
k zaméné valinu za methionin v kodonu 64 (V64M), jez je
soucasti AB klicky LIF proteinu, kliCové oblasti pro interakci
s receptorem pro LIF. Z toho vyplyva, Ze tato mutace by mohla
vést ke snizZeni biologické aktivity LIF proteinu [Giess et al.,
1999] a tim omezit plodnost Zen. Téchto 15 pozitivnich Zen
jsme rozdélili dle predpokladaného vyskytu imunopatologii na
skupiny A a B. Ve skupiné A byly diagnostikovany 4 s
idiopatickou infertilitou a 3 s endometriézou (celkem 7 Zen), ve
skupiné B byly 3 pacientky se syndromem polycystickych
ovarii (PCOS), 3 s andrologickym faktorem, 1 s tubarnim
faktorem a 1 s hyperprolaktinémii (celkem 8 Zen). U zbylych
infertiinich Zen (n=136 Zen) nebyla zjist€éna mutace a jejich
infertilita byla zpasobena u 10 z nich endometriézou, u 27 byla
diagnostikovana idiopaticka infertilita (skupina C, celkem 37
Zen), 41 pacientek mélo andrologicky, 28 tubarni faktor a 30
PCOS (skupina D, celkem 99 zen).

7 z 15 pozitivnich Zen otéhotnélo po IVF |1é¢bé, z toho pét
hned pfi prvnim IVF cyklu pfi prvnim embryotransferu (viz.
tabulka 17), z ¢ehoZ plyne hodnota pregnancy rate (PR) v celé
skupiné 47%. Z téchto 7 vyléCenych pacientek nebyla ani u 1
diagnostikovana idiopaticka neplodnost a pouze u 1 pacienky
byla potvrzena endometrioza. Ostatni vyléCené pacientky
trpély PCOS, andrologickym a tubarnim faktorem. Meazi
skupinami A a B je statisticky signifikantni rozdil v pregnancy
rate IVF (P=1,1%, Fisherova exaktniho testu pro Ctyfpolni
tabulky).

Porovnani uspésnosti IVF léCby mezi zenami s diagndzou
idiopatické neplodnosti a endometribzy s mutaci a bez ni
(pozitivni, n=7 a bez mutace, n=37) prokdzalo u pozitivnich
Zen nizSi pregnancy rate (14%), nez ve skupiné bez mutace
(49%), ale z divodu malych poctd pacientek ve skupinach je
tento rozdil nesignifikantni (P=11%). Rozdily pregnancy rate
mezi jednotlivymi pocty diagnostikovanych pacientek jsou
statisticky nevyznamné v ramci skupiny neplodnych Zen bez
mutace (viz tabulka 18).
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Tabulka 17 - Infertilni Zeny s mutaci v genu pro LIF

Y _ : . - Vysledek 1.
Vék |PriCina neplodnosti | Typ infertility cyklu IVE I68by
Skupina A, PR=14%

30 Idiopaticka inf. Primarni Neotéhotnéla
39 Idiopaticka inf. Primarni Neotéhotnéla
40 Idiopaticka inf. Sekundarni Neotéhotnéla
34 Idiopaticka inf. Primarni Neotéhotnéla
39 Endometriéza Primarni Neotéhotnéla
33 Endometri6za Primarni Neotéhotnéla
33 Endometriéza Sekundarni Otéhotnéla
Skupina B, PR=75%

27 PCOS Primarni Neotéhotnéla
28 PCOS Primarni Otéhotnéla
28 PCOS Sekundarni Otéhotnéla
31 | Androlog. faktor Primarni Otéhotnéla
31 | Androlog. faktor Primarni Otéhotnéla
24 | Androlog. faktor Primarni Otéhotnéla
31 Tubarni faktor Primarni Neotéhotnéla
33 Hyperprolaktinémie | Sekundarni Otéhotnéla

Tabulka 18 - Kontrolni skupina Zen (bez mutace v genu pro

LIF)
PFicina Pocet Uspé&sna | Pregnancy
neplodnosti pacientek lécba po rate (PR)
1. cyklu
IVF
Skupina C
Idiopatickd inf. 27 14 51%
Endometri6za 10 4 40%
Skupina D
PCOS 30 15 50%
Androlog. faktor 41 23 56%
Tubarni faktor 28 14 50%
Celkovy pocet 136 70
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8 Diskuze

8.1 Charakterizace mySich ES bun ék
8.1.1 Charakterizace EC P19 bun ék

Pro charakterizaci EC P19 bunék v nediferencovaném stavu a v
riznych stadiich diferenciace (D3, D10) vyvolané pomoci RA v
bezsérovém médiu byly vybrany 3 rtzné molekularné-biologické
metody: RT-gPCR, imunocytochemie a western blot, které pouzivaji i
jini autofi [Pachernik et al., 2007]. Témito metodami byly stanoveny
zakladni markery pluripotence (proteiny Oct-3/4, antigen Lewis X) a u
neuroprogenitord a neuronalnich bunék byla zaznamenéana exprese
gend - PAX-6, MASH-1 a pfitomnost proteint MAP-2, N-CAM a [3-1lI
tubulinu jako neuralnich markera.

Hladina exprese genu Brachyury zjisténa pomoci RT-gPCR byla
nejvyssi v DO a pak klesala (D3, D10), coz odpovida vyskytu tohoto
klicoveho transkripéniho faktoru, ktery je charakteristicky pro
diferenciaci ES bunék mesodermalnim smérem [Pan a Thomson,
2007]. Hladina jeho exprese rychle klesa po indukci diferenciace EC
bunék pomoci RA. Naopak rostla hladina exprese gent PAX-6 a
MASH-1, jako neurodiferencia¢nich markerd, cozZ je v souladu s daty
obdobnych studii [Bauwens et al., 2008; Kusakabe et al., 2002; Yang
et al., 2008]. Také vyskyt proteinu MAP-2 jako specifického
dendritického proteinu je dobrym znakem vysledné
neurodiferenciace (D10) EC bunék. Hladina exprese genu GATA-4
rostla pouze na zacatku diferenciace bunék P19 po indukci RA a byla
nejvyssi 3. den (D3), pak klesala. GATA-4 je transkripéni faktor, ktery
je nejCastéji uvadén jako marker entodermalniho charakteru
diferenciace pluripotentnich kmenovych bunék [Soudais et al., 1995;
Xie et al., 2010], coz vysvétluje i pokles hladiny jeho exprese béhem
pokradujici diferenciace P19 bunék. GATA-4 je také pouZzivan jako
marker diferenciace kmenovych bunék v kardiomyocyty, které jsou
odvozeny z mezodermu [Pikkarainen et al., 2004], coz muze
vysvétlovat pokles jeho hladiny exprese béhem neurodiferenciace
P19 bunék. Podobné po indukci neurodiferenciace silné vzrostla
exprese AFP, ale u pluripotentnich bunék byla tato exprese nizka. Je
znamo, Ze pfisludny gen se aktivuje béhem diferenciace v buriky
entodermalniho charakteru a navic bylo nedavno zjisténo, ze také
indukce diferenciace pomoci RA ma podobny efekt na rist exprese
AFP. Ta je zprostfedkovana pfes gen FOXA-1, jeZ naleZi do genové
rodiny Forkhead [Taube et al., 2010], coz vysvétluje naSe vysledky.
Pomoci western blotu byla ovéfena neurodiferenciace EC P19 10.
den (D10), kdy byly pfitomny dulezité neuralné specifické markery
NCAM a B-1ll tubulin. Jejich pfitomnost uvadi téz Pachernik aj. jiz 4.
a 6. den diferenciace EC P19 bunék po indukci RA v médiu bez séra
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[Pachernik et al.,, 2007]. Stejni autofi navic provadéli indukci
neurodiferenciace jesté i pfidanim LIF kromé& RA, pak samoziejmé
byla pfitomnost téchto dvou proteint vySSi nez po indukci pouze
pomoci RA.

8.1.2 Charakterizace ES D3 bun ék

Nami pouzité mysi kmenové buriky linie D3 byly v nediferencovaném
stavu ovalné az kulovité a bez vybézkld. Jejich charakteristicka
schopnost  pluripotence byla potvrzena imunocytochemicky
pritomnosti charakteristickych markerd Oct-3/4 a Lewis X antigenu,
které uvadi napf. Lovell-Badge [Lovell-Badge, 2007] a Muramatsu
[Muramatsu et al., 2008].

Nasledné jsme vyzkouSeli a ovéfili jejich diferenciaci v neuronalni
buriky a to pomoci indukce RA, podobné jako u neurodiferenciace
EC P19 bunék, ale navic pfes stadium EBs v médiu bez LIF [Bain et
al., 1995; Fraichard et al., 1995; Pachernik et al., 2002a].
Neurodiferenciace ES bunék byla potvrzena jednak morfologicky,
dle rGstu neuronalnich vybé&zkl, dale imunocytochemicky prukazem
pritomnosti markerd MAP-2 a B-lll tubulinu a nakonec western
blotem, kdy byly vzorky pozitivni i na dalSi neuronélni marker N-
CAM.

Neurodiferenciace mySich ES bunék byla také Uspésné provedena v
bezsérovéem meédiu sITS, ale bez RA, kdy byl navic pfidavan
fibronektin. Tuto variantu neurodiferenciace mysich ES bunék
provedli uspésné Okabe aj. vr. 1986 [Okabe et al., 1996]. Uvedeni
autofi provadéli také imunocytologickou charakteristiku
diferencovanych mES bunék, které byly po 6. dni (D6) diferenciace
pozitivni na GFAP (antigen specificky pro astrocyty), O4 (antigen
specificky pro oligodendrocyty) nebo také na MAP-2, MAP-5, NF200
a synaptofysin (neurondlni cytoskeletalni proteiny). Dokonce nékteré
in vitro diferencované neurony byly pozitivni na aktivitu
acetylcholinesterazy nebo expresi dekarboxylazy glutamové kyseliny,
coz dokazuje schopnost diferenciace mES v GABA- a cholinergni
neurony [Fraichard et al., 1995]. Podobné také Okabe aj. pfi
imunocytologickych zkouSkach zjistili neurodiferencované mES
buniky pozitivni na neuronalni proteiny GFAP, 04, MAP-2, GABA a
téz BrDU (specificky pro neuralni progenitory az po neuralni
kmenové buriky [Nieoullon et al., 2005; Chu et al., 2004]) [Okabe et
al., 1996]. Také Pachernik aj. provedli imunocytologickou analyzu
diferencovanych bunék a potvrdili pfitomnost MAP-2 a GFAP
marker( [Pachernik et al.,, 2002a]. Navic, pfi western blotu
zaznamenali proteiny B-lll tubulin (specificky pro neurony), N-CAM a
GAP-43 (specifické pro neurony/glie).

Ve studii od Su aj. byl publikovan postup neurodiferenciace mysich
ES bunék do granularnich a Purkyrfiovych bunék cerebela, ktery je
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pro nas velice dulezity a zajimavy zhlediska budoucich
transplantacnich studii. Autofi zde charakterizuji tyto bunky pomoci
markeru L7, specifického pravé pro Purkynovy bunky [Su et al.,
2006].

8.2 Transplantace EC P19 bun ék do moze ¢ku mysSi

Je vSeobecné znamo, Ze schopnost regenerace CNS je ve srovnani
s ostatnimi tkanémi velmi omezena. Tato regenerace je dnes
prokazana v dospélosti i u savct [Gould a Gross, 2002; Dyer, 2003],
avSak obnova neuront z hlediska napravy poskozeni CNS je u
Clovéka nevyznamna a tedy nedostate¢na. Onemocnéni CNS, ktera
jsou spojena s vétsi ztratou neuront, maji vétSinou zavazné a vice Ci
méné nevratné disledky [Cendelin, 2008]. V soucasné dobé se
studie vramci bunécné terapie CNS ubiraji nékolika sméry: od
xenotransplantaci, pfes transplantace embryonalni nervové tkané,
transplantace embryonalnich nebo adultnich kmenovych bunék, az
po transplantace geneticky upravenych bunék. Tyto burky produkuji
specifické neurotrofické nebo rustove faktory. Embryonalni kmenové
bunky jsou jednim ze slibnych zdroju diferencovanych neuronalnich
bunék, které mohou byt uzity k Ié€bé& neurodegenerativnich chorob a
nasledkud traumat. Jejich aplikace je vSak zavisla na jejich schopnosti
se uspésné diferencovat v dostateCném mnoZzstvi v definované typy
neuronalnich bunék in vitro [Ronaghi et al., 2010]. Ty pak mohou byt
pouzity Kk jejich transplantaci do cilové c¢asti CNS, vcetné jejich
schopnosti troficky ovliviiovat okolni tkané a podporovat tak vnitini
regeneracni mechanismy.

Rada studii podporuje zjiténi, Ze preZzivani a funkénost transplantatu
muaze byt zvySena pravé exogenni lé€bou neurotrofickymi nebo
ristovymi faktory, podanim imunosupresiv, odstranénim volnych
radikalu nebo aplikaci anti-apoptotickych protilatek [Ali et al., 2009;
Buzanska et al., 2009; Karimi-Abdolrezaee et al., 2010].

Embryonélni karcinomové kmenové burky linie P19 patfi mezi
nediferencované pluripotentni buriky, které se daji dobfe ireverzibilné
diferencovat do stadia neuroprogenitord a nasledné neurond po
indukci RA [Pachernik et al., 2005]. Tato a dalSi linie EC kmenovych
bunék se Uspésné pouzivaly k transplantacim do CNS laboratornich
zvifat bez postizeni, pouze Kk ovéfeni prezivani a funk&nosti
transplantatu [Wojcik et al., 1993; Magnuson et al., 1995; Staines et
al.,, 1996]. Byly také transplantovany modelovym laboratornim
zvifatim s neurodegeneraci, at jiz Slo o modely Parkinsonovy
choroby [Baker et al., 2000; Nakao et al.,, 2000] ¢&i vrozené
amyotrofické laterélni skler6zy [Garbuzova-Davis et al., 2002]. Téz
pro lidské pacienty s CMP byly tyto transplantace pfinosné [Meltzer
et al., 2001; Kondziolka et al., 2005; Hara et al., 2007].

Nase studie je prvni, ktera sleduje osud mysich EC P19 GFP bunék
transplantovanych do zdravéeho (WT) a postizeného mozecku mysi
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Lurcher a hodnoti pFezivani, morfologii a lokalizaci téchto
transplantatl. Byly transplantovany jak nediferencované P19, tak od
nich odvozené neuroprogenitory.

Preziti transplantovanych bun &k

NaSe studie potvrdila, Ze neuroprogenitory pfeZivaji srovnatelné
s nediferencovanymi EC burikami v obou typech mySi. Na druhou
stranu, pfezivani neuroprogenitort i nediferencovanych EC bunék je
pochopitelné vyznamné mensi u mysi typu Lc s olivocerebelarni
degeneraci nez u mySi bez neurodegeneraci. PfestoZe prezZivani
neuroprogenitord u mysi typu WT (53,8%) neni statisticky vyznamné
vySSi neZ u nediferencovanych EC bunék (32,0%), jsou tyto vysledky
velmi rozdilné. Jsou v rozporu s daty ziskanymi v podobnych studii
s transplantacemi ES bunék, kde transplantované castecné
diferencované neuroprogenitory prezivaji méné nez nediferencované
ES buriky [Hildebrand et al., 2005; Gulino et al., 2010].

Morfologie transplantatu

Zndmky destrukce byly zjiStény pouze v transplantatech
pochazejicich Z neuroprogenitord bez ohledu na typ
transplantovanych mysi. U transplantatd z nediferencovanych P19
bunék se destrukce vlbec nevyskytla (obrazek 26). Pfedpokladame,
Ze morfologické znaky destrukce transplantatu mohou souviset se
stupném diferenciace transplantovanych P19 bunék a s vyskytem
apoptdzy. Pro potvrzeni této teorie planujeme provést studii s delSim
prezivanim transplantatu nez jsou tfi tydny a pokusit se zjistit
pritomnost markert apoptdézy nebo nekrdézy u mysi s destrukcemi i
bez nich. DalSim zajimavym poznatkem je pfitomnost destrukce u
transplantatll z neuroprogenitorl a jeji souvislost s nizSim vyskytem
expanzi v tomto typu transplantatu. Morfologické zndmky expanze
jsou pritomny ve  vSech  pfipadech transplantovanych
nediferencovanych P19 bunék a méné u transplantovanych
neuroprogenitoru (obrazek 25). V této souvislosti pfedpokladame, ze
dilezitA muaZe byt pfitomnost neurogeninu. To je proneuralni
transkrip€ni faktor, ktery hraje hlavni roli v neuronalni diferenciaci v
mnoha oblastech CNS a u P19 bunék je, na rozdil od ostatnich typu
kmenovych bunék, velice nestabilni [Vosper et al., 2007]. Z tohoto
dbvodu planujeme provést v budoucnu obdobné transplantaéni
pokusy i s dalSimi typy kmenovych bunék s cilem sledovat expresi
neurogeninu.

P19 bunky, které jsme transplantovali, nemély dle naSich
morfologickych nélezu tendenci migrovat a Sifit se v rdmci mozecku,
granularnimi a Purkyfovymi bufikami [Kawamura et al., 1988]. Také
zjisténé morfologické charakteristiky transplantatu nevzbuzuji velké
nadéje ve funkénost, ktera by byla Zadouci vzhledem k pfitomné

neurodegeneraci u hostitele, jak je tomu v pfipadé mysi typu Lc, na
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rozdil od jinych studii [Rossi and Cattaneo, 2002; Kawamura et al.,
1988; Rolando et al., 2010; Zawadska et al., 2009]. V této souvislosti
by mohlo byt uzZiteCné podpofit transplantace P19 bunék pfidanim
nékterého z neurotrofickych faktord (LIF, NGF- nervovy ristovy
faktor nebo BDNF-neurotroficky faktor odvozeny z mozku) [Molteni et
al.,, 2004; Vaynman et al.,, 2003, 2004, 2006]. Ty maji navic
antiapoptoticky efekt pro neuronalni buriky a mohou tedy zvysit nejen
preziti neuroprogenitort, ale i zmirnit zminénou destrukci
transplantatu [Perrelet et al., 2000]. Zatim jsme podle morfologie
GFP bunék zjistili, Ze se transplantované bunky diferencovaly v
buriky neuronalniho fenotypu, coz je dobfe patrné na obrazku 31,
kde jsou jasné viditelné nervové vybézky, typické pro neurondlni
buriky. NaSe studie byla zaméfrena predevsim na zakladni stanoveni
prezivani transplantatu a jeho strukturu. U vybranych mysi, kterym
byly transplantovany neuroprogenitory byla vSak provedena téz
imunohistochemickd analyza, do jakych bunénych typld se
transplantované bunky v hostitelské tkani mozecCku diferencovaly. Ta
odhalila jejich diferenciaci v neurony (MAP-2), astrocyty (GFAP) a
dokonce i v Purkynovy burnky (kalbindin). V budoucich studiich
bychom rédi ovéfili funkénost téchto transplantovanych bunék, a to
hlavné behavioralnimi testy u transplantovanych mysi s
neurodegeneraci, u nichz by mélo dojit k vylepSeni motorickych
schopnosti.

Z nasi i dalSich studii plyne [Houdek et al., 2011; Garbuzova-Davis et
al., 2002], ze pouziti EC bunék pro transplantaci muze byt pfinosné,
avSak az po jejich diferenciaci. Divodem je, Ze nediferencované EC
buriky maji tendenci tvofit karcinomy, z nichZz byly odvozeny, coz
jsme téz naSimi nélezy potvrdili. Déle jsme zjistili, Ze in vitro
diferenciace P19 bunék do neuroprogenitord nemusi znamenat jejich
nizsi schopnost prezivani po transplantaci. Tato pozorovani maji
vyznam pro budouci mozné vyuZiti takto diferencovanych EC bunék
pfi dalSich transplantacnich studiich v ramci regenerativni mediciny.

Pokud hodnotime pouze pFezivani bunék transplantovanych do
mozecku mysi typu Lurcher, tak vysledky této prace Ize srovnat napf.
s vysledky transplantaci embryonalni mozeckové tkané témto
mySim, které provedl Cendelin aj. [Cendelin et al., 2009]. Zde vSak
bylo pfezivani transplantatu vyssi (69,2% u dospélych mysi typu WT
na rozdil od naSich 53,8% u transplantovanych neuroprogenitor().
Pfezivani transplantatu se vtéto studii zvySovalo v souvislosti s
aplikaci embryonélnich bunék mozecku dospélym mySim typu
Lurcher (88,2%), cozZ je rozdilné od naSich nalezu, kde bylo prezivani
vyrazné nizsi, tj. pouze 16% u transplantaci neuroprogenitort, ale i
nediferencovanych P19 bunék dospélym mySim tohoto typu.
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Obrazek 31 — GFP pozitivni buiky nalezené pfi histologickém
vySetfeni transplantatu, u nichz je jasné viditelny neuronalni
charakter, v€etné nervovych vybézku

Pfi porovnani lokalizace, se transplantat v naSi praci vyskytoval u
mysSi typu WT v pfevazné vétSiné v mozecku (NPG-78,6% a P19-
87,5%) a u mysi typu Lc vzdy mimo mozecek. Nejcastéji to bylo
v mezencefalu, pfipadné na hranici mezencefala a mozkového
kmene. Ve studii vénované transplantacim embryonalni mozeckové
tkdné do mozecku mysi, byl transplantat také nalezen na rliznych
mistech [Cendelin, 2008]. VétSinou to bylo na povrchu nebo pfimo v
mozecku. Vzacné se transplantat vyskytl na ventralnim nebo
lateralnim povrchu pontu nebo dorzalné od mozecku na povrchu
prodlouzené michy a to jak u dospélych mysi typu WT, tak mutantd
Lurcher. Vyjime¢né byl transplantat uloZen lateralné mezi mozeckem
a kmenem a byl tak v kontaktu s obéma strukturami. Nékdy se jeden
transplantat nachazel na mozecku a dalSi jesté na kmeni.

Pro transplantace byla v minulosti vyuzivana i lidska linie EC bunék
NTera 2/DI (NT2), kterou Ize s pomoci dlouhodobé kultivace s RA
také diferencovat do neuronalniho fenotypu z 95% [Pleasure et al.,
1992]. Tyto diferencované bunky byly nejprve transplantovany do
modelovych mysSi [napf. Trojanowski et al., 1997; Lee et al., 2000;
Willing et al., 2001; Garbuzova-Davis et al.,, 2002], potkanu
[Borlongan et al., 1998a,b,c; Hurlbert et al., 1999; Saporta et al.,
1999, 2002; Willing et al., 1999, 2002; Baker et al., 2000; Fricker-
Gates et al., 2004; Hara et al., 2007] a nakonec i lidskym pacientlim
postizenych cévni mozkovou pfihodou [Kondziolka et al., 2000;
2005].

Trojanowski aj. transplantovali NT2N (neurodiferencované) buriky do

ruznych Casti CNS dospélych a mladych imunodeficientnich mysi
[Trojanowski et al., 1997]. Zivé NT2N burnky byly identifikovany v
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89% transplantovanych imunodeficientnich ,nude* mysi. Podobné
jako v naSi studii byly imunodeficientnim mysim transplantovany i
nediferencované NT2 buriky, které mély schopnost vytvofit letalni
tumory, ale po transplantaci do nucleus caudatus a putamen se
proliferace bunék zastavila a Zzadna nekréza ¢i apoptdéza se
nevyskytovala ani 20 tydn0 po transplantaci. Tento proces byl
obdobny tomu, ktery nastal po transplantaci diferencovanych NT2N.
Tuto podobnost by mohla vysvétlit pfitomnost signalnich molekul a
dalSich jevu (napf. mezibunéénych spoju), které mohou regulovat
tyto déje a jsou pfitomny v bazalnich ganglii mysi.

Willing aj. transplantovali vétsi davku NT2N bun&k (200x10%) s
lithiem modelovym potkanim s Parkinsonovou chorobou (PD)
[Willing et al.,, 2002]. Jako misto pro transplantaci bylo vybrano
striatum a prezivani transplantatu bylo vétsi nez 60% a narastalo s
davkou Li. Stejni autofi ale v dfivéjSi transplantacni studii injikovali
pouze 20x10% NT2N bunék bez Li do striata potkandim s PD a vyskyt
transplantatu byl v rozsahu 50-100% [Willing et al., 1999]. Baker aj.
uvadi prezivani transplantatu v rozmezi 47,8-50,5% po aplikaci
800x10° NT2N bunék s Li opét modelovym potkan(im s PD [Baker et
al., 2000]. Mistem pro transplantaci bylo opét striatum.

Hara aj. transplantovali upravené buriky NT2N.Nurrl (200x10%)
modelovym potkanim s cevni mozkovou pfihodou (CMP: MCAO —
model makroarteriopatie, kterd& ma za pfi€inu primarni striatalni
infarkt, kterym je také Castecné poSkozena motoricka kira mozku)
[Hara et al., 2007]. Striatum je pak opét mistem transplantace, ale jeji
uspésnost je mnohem mensi, pouze 1,5%. Podobné Saporta aj.
zjistili pfi transplantaci riznych davek NT2N bunék (0-160x10°) do
striata stejného potkaniho modelu CMP prezivani 0.5-15%, v
zavislosti na davce transplantovanych bunék [Saporta et al., 1999].
Podobnou miru pfezivani transplantatu (15%) z NT2N bunék ve
striatu stejného zvifeciho modelu CMP, po aplikaci 40x10° stejnych
bunék, popisuji i Borlongan aj. [Borlongan et al. 1998a,b].

Porovnanim nami sledovaného prezivani transplantatu z EC P19 s
prezivanim transplantatd z NT2N bunék z vySe uvedenych studii
(bez ohledu na transplantované mnozZstvi bunék, které se
pohybovalo vétSinou v desitkach az stovkach tisic bunék, kam nami
transplantované mnozstvi - 50x10° bunék - také nalezi) dojdeme k
nasledujicimu  zavéru. Prezivani transplantdtu u modelu
olivocerebelarni degenerace (16%) je nizsi, nez u zvifeciho modelu
PD (>47,8%), ale obdobna s modelem CMP (0,5-15%) bez ohledu
na stadium diferenciace EC bunék.

Jestlize srovname vysledky naSich vySetfeni morfologie transplantatu
s vysledky vySe uvedenych studii, pak dojdeme k podobnym
poznatkim. ProtoZze u naSich transplantaci nediferencovanych EC
bunék mySim typu Lurcher se vyskytoval pouze expanzivni charakter
transplantatu ~ (100%) (obdobné jako pfi transplantacich
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nediferencovanych NT2 bunék do subarachnoidalniho prostoru a do
superficialniho  neocortexu), prevazovala jejich neregulovana
proliferace a apoptéza nad jejich neurodiferenciaci [Hara et al.,
2008]. Vyjimkou jsou jen vySe uvedené transplantace
nediferencovanych NT2 bunék do nucleus caudatus a putamen, kde
nedochazi vlivem okolniho prostfedi k jejich proliferaci ani apoptéze,
ale k neurodiferenciaci [Trojanowski et al., 1997; Hara et al., 2008].
MozZznym vysvétlenim tohoto jevu je proto pusobeni mikroprostredi
téchto bazalnich ganglii, které ma podobny efekt na tyto burky jako
RA in vitro. Navic bylo zjisténo, Ze vyvijejici se i dospélé striatum
potkana vyluCuje RA [Zetterstrom et al.,, 1994], a tak muze Fidit
diferenciaci bunék [Faiella et al., 1994, 2000]. K tomu nejspiSe
dochéazelo i v pfipadé transplantace nediferencovanych NT2 bunék
do bazalnich ganglii mozku potkana.

Morfologie transplantatd z neuroprogenitorll EC bunék jak v nasi, tak
ve vySe uvedenych studiich, vykazuje jiz méné podobné vysledky,
protoZze pfi nasich transplantacich neuroprogenitord z P19 bunék
mySim typu Lurcher nachdzime jak expanzivni charakter (50%), tak
destrukci transplantatu (25%). Celkové, transplantované P19 buriky
nemaji velkou schopnost se Sifit do vzdalenéjSich oblasti a
kolonizovat mozeckovou klru pfijemce. Transplantované
nediferencované buriky P19 i neuroprogenitory vytvarely loZiska
fluoreskujicich bunék pouze v oblasti aplikace.

Transplantované NT2N buriky pfeZivaji ve zvifecim modelu CMP v
podobné mife a velice dobfe se integruji do hostitelské mozkové
tkané [Borlongan et al., 1998c; Bliss et al., 2006]. Nevytvareji Zzadné
tumory v imunosuprimovaném mozku potkanu (tato imunosuprese je
zde na misté, protoZe se jednd o xenotransplantace), ale vedou k
obnovovani tkané poSkozeného CNS a zlepSuji jeho funkénost. To
bylo prokadzano expresi synaptickych proteinG [Sheridan a Maltese,
1998; Mallory et al., 1999]. Zde byla u postizenych nebo
operovanych mysSi a potkanu jeSté imunohistochemicky zkoumana
téZ synaptickd integrace mezi transplantovanymi NT2N a
hostitelskymi bufikami pFfes synaptofysin [Miyazono et al., 1996;
Zhang et al., 2005]. Také tomu chceme vénovat naSi pozornost
Vv pfisti studii. Ve vétSiné uvedenych transplantacnich praci s NT2N
bunikami byla zjisténa rizné zlepSeni u transplantovanych zvifat v
behavioralnich a/nebo kognitivnich testech [Hara et al., 2008]. Stejné
i my jsme zafadili obdobné testovani do planu experimentl
navazujicich na transplantacni studii, ktera praveé probiha.

Pfi porovnani vysledka naSi transplantacni studie, pokud jde o
lokalizaci transplantatu EC P19 bunék u mysi typu Lurcher s jiz vySe
zminovanymi transplantacemi NT2N bunék do zvifecich model
lidskych onemocnéni, bylo zjiSténo, Ze se v podstaté neliSi. To se
tyk& jak hodnot prezivani transplantatu (doba a stav) s ohledem na
typ transplantovaného stadia P19 bunék (nediferencované buriky
prezivaji v 16% a neuroprogenitory také), tak i lokalizace
prezivajiciho transplantatu. Ten se nachazi pouze v mezencefalu
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postizenych mysSi (100%), tfebaze cilem transplantace byl jako u
mySi typu wild, mozeCek. U téch naopak vyznamné prevaZuje
lokalizace pravé v mozecku (kolem 80%) a ne v mezencefalu (kolem
20%). Z toho plyne, Ze mozecek mutanti Lurcher se zda byt méné
pfiznivym prostfedim pro transplantované P19 buriky nez zdrava
mozeckova tkan.

Podobné Hara aj. uvadi, Zze pokud se jedna o transplantace
nediferencovanych NT2 bunék nebo diferencovanych NT2N bunék
do zdravého mozku, pak je vliv mikroprostfedi na lokalizaci
transplantovanych bunék minimalni [Hara et al., 2008]. Naopak,
poSkozeny mozek s patologickym mikroprostfedim muze upozornit
na nevhodné podminky cileného mista a pozménit tim misto Uchytu
transplantatu. Ve zvifecich modelech CMP existuje stratifikace
ischemickych vrstev na hlavni a prevazujici nekrotické jadro a
apoptotickou penumbru. Ischemicka penumbra je doporu¢ovana jako
mnohem vhodnéjSi pro transplantat nez nekrotické jadro. Proto pfi
transplantaci do penumbry pfeziva vysSsSi poCet NT2N bunék nez pfi
transplantacich do nekrotického jadra [Borlongan et al., 1998c;
Nishino a Borlongan, 2000]. To samoziejmé plati i pro transplantaty z
nediferencovanych NT2 bunék [Hara et al., 2008]. Zatimco bylo
zjisténo, Zze v ischemické penumbfe prfezivalo okolo 15%
transplantovanych NT2N bunék, pak v ischemickém jadre to bylo
mnohem méné (<10 jednotlivych bunék). V dalSich transplanta¢nich
studiich, kde byly transplantovany NT2N bunky s Li do striata
modelovych potkantd s PD, byl zaznamenan nejen narust exprese
tyrosinhydroxylazy, ale i lepSi prezivani transplantovanych bunék
[Willing et al., 2002]. To muze byt duleZité pro budouci transplantace
téchto, ale i nami pouzivanych P19 bunék. Podobné jejich mozna
genetickd modifikace diferenciace do bunék vylucujicich prenaSece,
muaze znamenat nejen zlepSeni [éCby CMP, ale i dalSich
neurodegenerativnich onemocnéni.

8.3 Studium mutaci v genu pro leukemicky inhibi ~ éni
faktor (LIF) a jejich vztahu k plodnosti zen

Vysledky dFfivéjSich studii prokazaly [Giess et al.,, 1999], Ze
frekvence mutaci v genu pro LIF je ve skupiné neplodnych Zen
signifikantné vysSi ve srovnani se zkoumanou populaci plodnych
Zen, coz by mohlo mit souvislost s naruSenim urcitého
cytokinového prostiedi, které je potiebné pro Uspésné
periimplantacni déje [Carp, 2004]. Jak plyne i z naSi studie, bodova
zaména G za A na pozici 3400 genu pro LIF neznamena, ze Zena
nebude moci byt ispésné IéCena pomoci IVF.

7 z 15 infertilnich Zen, nesoucich tuto mutaci bylo diagnostikovano
jako s idiopatickou neplodnosti nebo endometridzou. Tyto diagndzy
byvaji spojovany s celou fadou imunopatologii [Kucera et al., 2004;
Kucera et al., 1994; Novotny et al., 1986; Tsai et al., 2000; UlCova-
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Gallova et al., 1996]. Domnivame se, Ze to by mohl byt divod, pro¢
pouze 1 z téchto Zen po prvnim IVF cyklu otéhotnéla. Naopak Zeny
s mutaci s PCOS, andrologickym faktorem a hyperprolaktinémii
neotéhotnély pfi prvnim embryotransferu pouze 2. Na Zeny s
idiopatickou neplodnosti a endometriozou maji vliv dalSi
imunopatologie (napf. pfitomnost embryotoxickych cytokinu) a jejich
interakce s mutacemi v genu pro LIF.

Nas soubor 15 neplodnych Zen s identickou mutaci v genu pro LIF
je nejvétsi, jaky byl v literatufe popsan. Fakt, Ze se u vSech Zen
jedna o identickou mutaci, nam umozruje zacit sledovat jeji vliv na
klinicky obraz. K pFesnéjSim statistickym analyzam, je vSak
zapotiebi mit vzorek téchto Zen jesté pocetnéjsi.

Tfebaze se mutace v genu pro LIF vyskytuji vzacné, maji béhem
implantace embrya a jeho &asného vyvoje vliv na pfislusné
molekularni déje. Proto néktefi autofi vkladaji nadéje do
kultivanich médii dopIlnénych o LIF nebo i dalSi cytokiny a rustovée
faktory [Cheung et al., 2003; Sirisathien et al., 2003]. Porozuméni
témto reakcim na molekularni arovni, které ovliviiuje LIF by mohlo
slouzit k vytvofeni novych sméra 1éCby, které by podpofily prezivani
embrya i zvySeni poctu dosazenych téhotenstvi.
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9 Zavery

9.1 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich ES bun &k

MySi embryonalni kmenové buriky, jmenovité linie EC P19 a ES D3,
byly Uspésné kultivovany in vitro. Pluripotence takto kultivovanych
bunék byla potvrzena molekularné-biologickymi metodami, jejichz
vysledky prokézaly pfitomnost specifickych markera: proteiny Oct-
3/4 a antigen Lewis X. Nasledné byla optimalizovana jejich
neurodiferenciace, ktera byla indukovana RA. Neuronalni charakter
diferencovanych bunék byl opét ovéren rostouci expresi gentl PAX-
6, MASH-1 a protein0 NCAM, B-1ll tubulinu a MAP-2, které nalezi
mezi neuronalni markery. Naopak béhem neurodiferciace poklesla
exprese genu Brachyury a GATA-4, jez jsou markery
mesodermalniho a entodermalniho vyvoje bunék. Tyto znaky byly
doloZeny neuronalnim fenotypem diferencovanych bunék.

9.2 Transplantace EC P19 bun ék do moze ¢ku mysi

Tato transplantacni studie je prvni, ktera sleduje osud mysich EC
P19 GFP bunék transplantovanych do zdravého (WT) a
postizeného mozeCku mysi (Lc) a hodnoti jejich prFezivani,
morfologii, lokalizaci a funkénost. K transplantaci byly pouzity jak
zelené fluoreskujici nediferencované P19 bunky, tak od nich
odvozené neuroprogenitory. V ramci jednoho typu mySi bylo
prezivani obou typu transplantatu srovnatelné. PreZzivani
neuroprogenitord i nediferencovanych EC bunék je nizSi u mysSi
typu Lurcher nez u mysSi bez neurodegeneraci, ale statistické
vyznamnosti dosahuje pouze po aplikaci neuroprogenitord.
Morfologie transplantatu vykazuje znamky destrukce i expanze vUgi
hostitelské tkani. Destrukce byly zjiStény pouze v transplantatech
pochazejicich  z neuroprogenitord bez ohledu na typ
transplantovanych mysi. Pfedpokladame, Ze tyto destrukce mohou
souviset se stupném diferenciace transplantovanych bunék a s
vyskytem apoptozy. Pro potvrzeni této hypotézy bude zapotfebi
provést studii zaméfenou na delSi pfezivani transplantatu nez 3
tydny a pokusit se zjistit pfitomnost markert apoptozy i nekrozy.
Expanze transplantatu je pfitomna ve vSech pfipadech aplikace
nediferencovanych P19 bunék a méné u neuroprogenitoru.
Transplantované P19 bunky nemély tendenci migrovat a Sifit se
v ramci mozecku, coz nevzbuzuje velké nadéje v jejich funkénost.
Proto uvaZzujeme tyto transplantace podpofit neurotrofnimi faktory
(LIF, NGF nebo BDNF), které maji i antiapoptoticky efekt.
Funk&nost transplantovanych bunék byla ovéfena u vybranych mysi
s transplantovanymi neuroprogenitory imunohistologicky. Tato
analyza prokazala pfitomnost GFP transplantovanych bunék
v hostitelské tkani mozecCku, které byly zaroven pozitivni na
neuronalni markery MAP-2 (neurony), GFAP (astrocyty) a kalbindin
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(Purkyniovy buriky). V budoucich studiich bychom radi ovéfily tuto
funk&nost transplantovanych bunék behavioralnimi testy. Z hlediska
lokalizace transplantovanych bunék u mysi typu WT se vyskytoval
transplantat prevazné v mozecku a naopak, u mysSi typu Lc vzdy
mimo néj, nejCastéji v mezencefalu. Z toho vyplyva, Zze mozecek
mutant Lc se zda byt méné priznivym prostfedim pro
transplantované P19 bunky neZz zdrava mozeckova tkan. Pravé
z pohledu okolniho prostfedi transplantatu by mohla byt zajimava
neurotransplantaéni studie zaméfena na dalSi model lidské
neurodegenerativni choroby, dédiénou autozomalné dominantni
spinocerebelarni ataxii typu 2.

9.3 Zavéry pro praxi ve studii mutaci v genu pro LIF a
jejich vztahu k plodnosti Zen

NaSe studie vlivu mutace v genu pro LIF na neplodnost Zen asti

v otazku tykajici se moZzné suplementace kultivaénich a
transferovych médii timto a jinymi cytokiny pfi IVF 1éEbé pacientek.
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