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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva kultivaci neurdlnich kmenovych bunék a embryonalnich
kmenovych buné€k a jejich diferenciaci. Zahrnuje informace o neurdlnich kmenovych bunkach
a jejich moznosti kultivace a diferenciace. Vénuje se charakteristice niché neuralnich
kmenovych bunék. Déle je pozornost vénovana neurogenezi a neurogennim oblastem, jejich
popisu a charakteristice. Experimentalni ¢ast se zaméiuje na imunohistochemii vybranych
neuralnich markertt v tkanovych fezech, in vitro kultivaci neurdlnich a embryonalnich

kmenovych bunék a neurélni diferenciaci embryonélnich kmenovych bunék.
Kli¢ova slova

Neuralni kmenové bunky, embryonalni kmenové bunky, diferenciace, neurogeneze
Title

Cultivation of neural stem cells for the neurogenesis study

Annotation

This thesis deals with the cultivation of neural stem cells and embryonic stem cells and their
differentiation. It includes information about neural stem cells and their possibilities of
cultivation and differentiation. It also deals with the characteristics of neural stem cells niche.
Besides, attention is paid to neurogenesis and neurogenic regions, their description and
characteristics. The experimental part is focused on immunohistochemistry of selected neural
markers in tissue sections, in vitro cultivation of neural and embryonic stem cells and guided

differentiation of embryonic stem cells toward neurogenesis.
Keywords

Neural stem cells, embryonic stem cells, differentiation, neurogenesis
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Uvod

Neuralni kmenové buiky jsou multipotentni nediferencované burky se schopnosti sebeobnovy
a proliferace, jez lze izolovat z mozkové tkang. In vitro a in vivo tvofi neurony, astroglie
a oligodendroglie, a proto se oznacuji jako tripotentni. Ani v této tkani se vSak nevyskytuje jen
jedina a homogenni populace neuralnich kmenovych bun¢k. V ¢asném embryonalniho vyvoji
muzeme izolovat primitivni neuralni kmenové buiky s SirSim diferenciacnim potencialem,
zatimco v pozd¢jsi dobé embryonalniho vyvoje nachazime definitivni neuralni kmenové bunky
se zamétfenim na urcity typ bun€k, napt. specifické neurony. V dospélém mozku se vyskytuji
specialni oblasti, ve kterych po celou dobu Zivota probiha neurogeneze. Patii sem
subependymalni zona lemujici postranni mozkové komory, subgranularni zona hipokampu
a hypotalamus. Tyto zony obsahuji mikroprostiedi zvané niché, v némz se vyskytuji nejen
kmenové buriky, ale i podpirné bunky, progenitory a molekuly extracelularni matrix. V niché
se dale nachazi auvolfuje nepieberné mnozstvi faktort, malych molekul nebo molekul
signalnich drah, které ovliviiuji rast, proliferaci i diferenciaci bun€k. Pii kultivaci neurdlnich
kmenovych bunék in vitro je podle pfidanych molekul moznost vydiferencovat specializované
typy neuronti. Obdobnym zpiisobem lze neuralni buiiky vydiferencovat také z embryonalnich
kmenovych bun¢k a indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. Tyto a dalsi postupy
se vyuzivaji pii studiu neurodegenerativnich onemocnéni a oteviraji moznosti pro jejich 1écbu

transplantaci kmenovych bungk.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Kmenové bunky

Termin ,,kmenova bufika“ (,,stammzelle”) poprvé pouzil némecky biolog Ernst Haeckel v roce
1868, ve spisu Prirozené d¢jiny stvoieni. Ackoli se od té doby tento pojem velice rozsifil
a je Casto pouzivan, neni zcela piesné definovan [1]. Dle aktualniho stavu organismu je totiz

mira vlastnosti kmenovych bunék velmi variabilni [2].

Kmenovymi buiikami rozumime nezralé, nediferencované buiiky s primitivni morfologii majici
schopnost sebeobnovy, diferenciace ve specializované bunky a schopnost téméf neomezeného
poctu bunéénych déleni. Dalsi vlastnosti kmenovych bunék je jejich velmi dobry proliferacni

potencial, coz se uplatiiuje ve tkanich, které obsahuji burniky s kratkym zivotnim cyklem [2].

Prvni buiikou téla je totipotentni zygota. Dale se vyviji blastomery, které jsou zakladem pro
vSechny bunky téla a buiitkdm extraembryondlnich tkéni. Zygotu mezi kmenové buiky
nefadime, a to z divodu neschopnosti sebeobnovy. Proto jsou prvnimi kmenovymi buikami
(KB) blastomery, bunky tvofici morulu, také s totipotentnim diferenciaénim potencialem.
Blastocysta obsahuje jiz bunky pluripotentni, schopné diferenciace do vSech tfi zarode¢nych
listd; ektodermu, mezodermu a endodermu. Tyto prvni pluripotentni buiiky byly pojmenovany
jako embryonalni kmenové bunky (EKB) a jsou zakladem tkani, ve kterych se dale diferencuji
buiky multipotentni, generujici uzky profil bunék dané tkané. KB zlstavaji v zakladech tkani,
v relativné konstantnim mnoZstvi, po cely Zzivot jedince. B&hem embryonalniho vyvoje

tak vznika mnozstvi hierarchicky uspotadanych KB [2, 3].

Zakladnim mechanismem schopnosti sebeobnovy kmenovych bunék je jejich zptisob déleni.
Vysoka aktivita telomerazy branici postupnému zkracovani DNA umoznuje neomezeny pocet

déleni KB [4].

Typickym dé€lenim KB je asymetrickda mitoza, kdy z matefské buiky vznikad jedna buika
se stejnymi schopnostmi jako matetfska a druha bunka je vice diferencovana. Proto v tkanich
zustava pocet KB relativné staly. V zdvislosti na potiebé se v§ak kmenové buitky mohou délit
také symetricky. Délenim pak vznikaji dvé stejné kmenové buiiky jako je matetska nebo dvé

bunky progenitorové [4].

Jak se bude KB d¢lit, ur¢uje mnoho faktorti, napt. mikroprostiedi kmenovych bunék (niché).
Jakym délenim bude KB prochazet muze ovlivnit také poloha mitotického vieténka béhem

metafaze. Nejbéznéjsi polohou déliciho vieténka je pozice rovnobézna se sténou mozkové
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komory (chromozomy jsou k ni kolmo). V tomto piipadé je osa déleni vertikalni a dojde
Kk tvorbé dvou shodnych bun¢k, symetrickému déleni. Pii opacné poloze vieténka, kolmé

k mozkové komote, je osa déleni horizontalni a d¢leni probiha asymetricky [2, 5].
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1.2 Neuralni kmenové buiky

Zatimco vétSina neurond je tvofena v prenatalnim vyvoji, 1 v mozku dospélého jedince probiha
neuronogeneze. Prvnim zaznamem existence neurdlnich kmenovych bunék byla studie
Goldmana a Nottebohma z roku 1983 [6]. Do té doby byl mozek povazovan za tkan s kone¢nym

mnozstvim neurond bez schopnosti regenerace [7, 8].

Neuralni kmenové buiikky (NKB) jsou nediferencované bunky, které definujeme na zakladé
jejich schopnosti diferencovat se na rizné typy nervovych a gliovych bunék centralniho
nervového systému (CNS) a jejich schopnosti dlouhodobé sebeobnovy. Ackoli vysoka
proliferacni kapacita je jejich charakteristickym znakem, jedine¢nou vlastnosti KB ve srovnani
s jinymi somatickymi buiikami je jejich schopnost ziistat spici (v klidovém stavu) ve velmi

dlouhych ¢asovych intervalech [8].

V ramci této definice je vSak rozmanitost toho, co nazyvame neuralnimi kmenovymi buitkami,
pomérné velika [9]. Z hlediska embryologie se termin NKB obvykle vztahuje k ¢asné populaci
délicich bunék, tradi¢né nazyvanych neuroepitelové buiky, které jsou ve ventrikularni zoéné
amaji potencial generovat neurony i gliové buiky. Déle se takto n&€kdy popisuji buiiky
subventrikularni zony (SVZ), které se také nazyvaji progenitory (z angl. intermediate neuronal
progenitors) [1]. Jako NKB se také popisuji vysoce specializované astrocyty [10]. Existuje tak
Siroké spektrum NKB s riznym stupném diferencia¢niho potencialu, z nichZ kazdy typ ma
jedine¢nou charakteristiku. To je pfedpokladem pro tvorbu velkého poctu zralych bunéénych

typt v CNS [9].

Prvni identifikované NKB byly in vitro izolovany z embryonalniho pfedniho mozku potkana
[11] a mysiho dosp€lého mozku [7]. Od roku 1992 pak byly NKB uspésné izolovany z ruznych

oblasti centralniho nervového systému, véetné hipokampu, SVZ a striata [7, 12].

NKB mohou byt udrzovany a expandovany in vitro pomoci metody kultivace neurosfér (z angl.
neurosphere assay) [2]. Tato metoda byla navrzena Reynoldsem a Weissem v roce 1992 [7].
Neurosféry vSak mohou vytvofit 1 neuralni progenitorové bunky (NP). Tvorba neurosfér tedy
neni piimym dikazem ptitomnosti NKB. Kromé toho samotné neurosféry nejsou cistou

populaci NKB; obsahuji heterogenni smés bungk, které zahrnuji NP [13].

NKB jsou prostiedkem pro studium neurogeneze, neurodegenerace, patologie neurologickych

onemocnéni a jsou vyznamnym zdrojem pro nahradu bunék poskozeného CNS [9].
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1.2.1 Ptvod neurdlnich kmenovych bunék

Prvnimi buiikami CNS jsou neuroepitelové buiiky, ¢asné kmenové buiiky, z nichz se vyviji tzv.
radialni gliové buiiky. Na pocatku neurogeneze neuroepitelové buniky postupné ztraci epitelové
znaky a upiednostiiuji astroglialni charakteristiku, jako je exprese: glutamatovych transportéra
specifickych pro astrocyty, glidlniho fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP), vimentinu a BLBP
(z angl. brain lipid-binding protein). Po pocate¢nich symetrickych délenich se za¢inaji radialni
gliové bunky asymetricky délit a vytvareji progenitorové buiiky. Ty opoustéji ventrikularni

z6nu a migruji do intermediarni zony, kde podstupuji symetrické neurogenni déleni [10].

V adultnich niché si NKB zachovavaji svou charakteristickou radialni morfologii a vlastnosti
astrocytll. Na rozdil od embryonélnich NKB, kter¢ jsou velice mitoticky aktivni, jsou adultni
NKB vétsinou klidové. Pii aktivaci se mohou symetricky délit, aby se zvysil pocet NKB, nebo
asymetricky, coz vede k podilu progenitorovych bun¢k. Tyto progenitory vytvareji neuroblasty

(NB), které nakonec opoustéji bunéény cyklus a vstupuji do faze dozravani [10].

1.2.2 Primitivni a definitivni neuralni kmenové bunky

Ve vyvoji CNS lze rozlisit dveé odlisné populace NKB (Obr. 1). UZ béhem patého dne mysiho
embryonalniho vyvoje mlze byt izolovana populace exprimujici Oct4 s receptorem pro LIF
(leukemicky inhibi¢ni faktor). Tyto buiiky oznac¢ujeme jako primitivni neurdlni kmenové buiky
(pPNKB) a generuji vSechny buniky neuralni linie. Béhem osmého dne embryonalniho vyvoje
muze byt izolovana druhd populace NKB, ktera je zavisla na FGF2 (fibroblastovy ristovy
faktor typu 2) a pozd&ji (E12,5) na EGF (epidermalni ristovy faktor). Tyto bFGF a EGF

responzivni buiiky ozna¢ujeme jako definitivni neuralni kmenové buniky (AINKB) [14].

@_,@_, dNKB | _, | dNKB
FGF2 / EGF

E3.5 ES.5 E8.5 E12.5

Obr. 1 — Casovd osa vzniku primitivnich a definitivnich NKB.
Béhem vyvoje mysiho embrya se z EKB vyvijeji pNKB zavislé na LIF zhruba v pritbéhu patého dne embryondiniho
vyvoje, ANKB zavislé na FGF?2 vznikaji u 8, 5denniho mysitho embrya a ANKB zavislé na EGF se objevuji ve vyvoji

kolem dvandctého dne mysiho embryondlniho vyvoje. Prevzato a upraveno z [15].
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In vitro malé procento pluripotentnich bun¢k kultivovanych bez séra a s nizkou bunéénou
hustotou proliferuje v pfitomnosti LIF za vzniku plovoucich pNKB, a nasledn¢ podil bunék
primitivnich neurosfér mize generovat neurosféry tvorené definitivnimi NKB za piitomnosti
bFGF nezavisle na LIF. Neurosféry tvorené dNKB jsou vétsi oproti neurosféram z pNKB

a mohou byt pasazovany po neurcit¢ dlouhou dobu [14, 16].

Definitivni NKB se in vitro diferencuji primarné¢ do astrocytd. Po transplantaci do jiné
neurogenni oblasti in vivo si ANKB udrzuji svou regionalni identitu a nadale produkuji stejné

potomstvo jako v ptivodnim prostiedi [14, 17].

Primitivni NKB maji ale diferenciacni profil $irsi. Diferenciace pNKB odhalila stejné podily
astrocyti, oligodendrocytl a neuronti [14]. Dale byly pNKB podrobeny piimé diferenciaci do
neuront specifickych pro danou oblast mozku. pNKB muzeme diferencovat do subtypti
neuroni pomoci kombinace specifickych ristovych faktord, jako je aktivin a FGF2 pro
GABAergni neurony, SHH (z angl. sonic hedgehog) a FGF8 pro dopaminergni neurony,

a kyselina retinova s SHH pro motorické neurony [18].

Problémem pfi kultivaci pNKB je velkd tmrtnost bunck. Potencidlni metodou zmirnéni
bunécné smrti u NKB odvozenych od EKB je zavedeni kultiva¢nich podminek s nizkym
obsahem kysliku (4 %), protoze prostiedi s nizkym obsahem kysliku ma pozitivni vliv na pieziti
a proliferaci KB. Takové podminky se vice podobaji prostiedi in vivo, zejména protoze pNKB
I ANKB vznikaji v embryu pted vyvojem funkéniho obéhového systému. Se snizenim hladiny
kysliku v kultivaénich podminkach pNKB se pocet bunék zvysil ptiblizné desetkrat oproti
bunkam pfti béznych kultiva¢nich podminkach [19].

1.2.3 Niché neuralnich kmenovych bunék

Kazda kmenova bunka téméf ve vSech tkanich a organech je umisténa ve specifickém
mikroprostiedi nazyvaném niché, které udrzuje a reguluje funkci kmenovych bunék [10].
Niché poskytuje podminky pro udrZzovani skupiny KB v klidovém stavu, stejné jako signély
pro aktivaci a diferenciaci. NKB a jeji niché tvofi funkéni i fyzickou jednotku, kterd ma
specifické molekularni vlastnosti. Niché je tvoifeno sadami bunék vcéetné¢ KB, jejichz stav
je uréen kombinaci bunéénych specifickych vlastnosti a signald, které se nachazeji v daném
niché. Endogenni signaly se tykaji hlavné epigenetického stavu kmenovych bunék (metylace
DNA) ajejich molekularniho repertoaru potiebného k vyuziti komplexni sit¢ exogennich
signali pusobicich v niché. Externi faktory zahrnuji extracelularni signalizace, jako jsou

rustové faktory, interakce bunék s bufikami a interakce bunék s extracelularni matrix (ECM)
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a dalsi [20]. Dysregulace téchto mechanismti mikroprostiedi mtize zpusobit dysfunkci a vede

napt. k neurodegenerativnim onemocnénim [8, 21].

Cetné signalni molekuly identifikované v neurogennim niché regulujici chovani NKB jsou
odvozeny z ruznych bunénych slozek niché [22]. Burnky niché jsou proto nezbytné pro
kmenové bunky, protoze poskytuji strukturdlni i nutriéni podporu a kontroluji zékladni
rozhodnuti o osudu KB. Dulezité bunky regulujici neurogenezi maji charakter astrocyti.

Kontroluji proliferaci a diferenciaci potomstva [10].

Zvlastni uloha pti homeostdze a funkci NKB je vé€novana cévnim kapildram a mozkomi$nimu
moku. Byla popsana specializovana neurovaskularni rozhrani, ktera podporuji funkce NKB
[21]. Zda se, Ze krevni cévy subependymalni zony (SEZ) postradaji perivaskularni vybézky
astrocytu (tzv. endfeet) a pokryti pericyty, a proto mohou poskytnout lepsi pristup k riznym
cévnim komponentam niché (mozna mista difiize cirkula¢nich faktord). Ukézalo se také, ze
faktory odvozené od endotelovych bun€k stimuluji proliferaci a diferenciaci NKB béhem
vyvoje i v dospélosti. Dale extracelularni matrix cév vykazuje troficky vliv na NKB. Vzdalené
signaly mohou difundovat do niché pomoci cerebrospinalni tekutiny, aby modulovaly funkci
NKB a jejich proliferaci. Takovéto zmény jsou detekovany sodikovymi kanaly pfitomnymi

v NKB, a mohou ovlivnit jejich proliferaci a diferenciaci [8, 23].

Klidovy stav, proliferace i bunéfny osud mohou byt ovlivnény hladinou kysliku
Vv embryonalnich, hematopoetickych, mezenchymalnich a neurdlnich kmenovych buikéch.
Obsah kysliku v plicich (pO2 = 21 %) postupné klesa az na 2 — 9 % v perifernich tkanich.
V lidském mozku se pO2 pohybuje od pfiblizné 3 do 4 %. Pti nizké hlading kysliku (hypoxie,
vrozmezi 1 az 9 %) je snizend tvorba reaktivnich forem kysliku a dochéazi tak méné
k oxidaénimu stresu. Hypoxie reguluje signalizaci Oct4 a Notch. Obsah kysliku V niché
ovlivituje NKB i zmény intraceluldrnich cest, véetn€ p53 a signalizace Notch. Hypoxie také

zvysuje in vitro proliferaci NKB aktivaci signalizace JNK [8, 20].

Vysoce organizovana bazalni lamina poskytuje strukturalni podporu pfi orientaci bun¢k a je
dilezita pro bunéfnou homeostazu. Slozkami bazalni laminy jsou kolagen IV, nidogen,
perlekan, agrin a laminin. Receptory pro tyto slozky jsou pfitomny na povrchu kmenovych
bunék, zvysuji schopnost niché spojovat NKB do funk¢ni sit€é a mohou pfimo ovliviiovat jejich
proliferaci. Komponenty bazalni laminy vazi na svij povrch dilezité molekuly napt. FGF2,

¢imz se tento rustovy faktor koncentruje do niché NKB [8, 24].
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V neurogennim niché NKB a ostatni buiiky sdileji iizké anatomické vztahy umoziujici mnoho

bunécnych interakci a parakrinnich stimulaci [8].

V subgranularni zoné¢ (SGZ) a dospélém hipokampu protoplazmatické astrocyty uvoliuji
FGF2, ktery stimuluje proliferaci NKB. Astrocyty také produkuji dalsi faktory, které stimuluji
nervovou diferenciaci NKB, v¢etné NGF (nervovy rustovy faktor) a BDNF (mozkovy
neurotroficky faktor) [25].

Mikroglie jsou v niché v tésném kontaktu s NKB a dikazy in vivo naznacuji, ze reguluji
neurogenezi. In vitro experimenty potvrzuji, Zze tyto buiiky poskytuji faktory specifické pro

neurogenezi, nikoliv v§ak pro udrzovani NKB [20].

Neuronalni aktivita moduluje neurogenezi na riznych urovnich, od proliferace dospélych
neuroblastii az po diferenciaci, zrani, integraci a pteziti novych neuronli v dospélém mozku.
Utinky jsou aste¢né zavislé na uvolnéni klasického neurotransmiteru a aktivaci jeho receptort.
Kyselina y-aminomaselna (GABA), hlavni neurotransmiter pouzivany zralymi interneurony
v mozku, zpisobuje depolarizaci nervovych progenitori a nezralych neuroni v dospélém

mozku. GABA je uvoliiovana neuroblasty v SEZ, kde reguluje proliferaci NKB [8, 26].

Je stale nejasné, jak jsou NKB udrzovany aktivni po cely zivot, a jaké bunétné interakce,
molekularni kaskady nebo zodpovédné bunécné signaly reguluji chovani NKB. Vzhledem
K tomu, Ze plasticita NKB je zavisla na mikroprostedi, budouci studie by mély zkoumat, jak
heterogenita NKB ovliviiuje bunéénou konkurenci v ramci stejného niché a zda tato
heterogenita umoziiuje prizptisobeni se odlisSnym mikroenvironmentalnim podnétim.
Pochopeni signaliza¢nich mechanismu, které mohou ovlivnit chovani populace NKB, bude
rozhodujici pro uspéSnost klinickych aplikaci a pro vyvoj lé€ebnych strategii zaloZenych

na mobilizaci endogennich NKB [8].

1.2.4 Faktory ovliviiujici NKB
1.2.4.1 Trofické faktory

Nervovy rastovy faktor (NGF) podporuje pieziti, rast neurith a tvorbu neurotransmiterti
cholinergnich neuronti, neuronti gangliovych dorsélnich kofent a dalSich. Intraventrikularni
podavani NGF muze zvysit proliferaci SEZ in vivo. In vitro osetfeni neurosfér pomoci NGF

vedlo k diferenciaci bipolarnich neuroblasti a cholinergnich neuront [8].

EGF (epidermdlni rustovy faktor) a FGF2 jsou dva rtstové faktory diilezité pro udrzovani

a proliferaci NKB. Exogenni EGF miize vyvolat diferenciaci dospélych NKB do gliovych
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bungk in vivo, zatimco FGF2 stimuluje proliferaci NKB. IGF-1 (insulin-like growth factor 1)
je peptid podporujici rist, ktery je dilezity béhem vyvoje mozku. U mysi IGF-1 KO? je podet
granuléznich bunék v hipokampu, hustota oligodendrocyti a neurony v bulbus olfactorius
a celkova velikost mozku zmensena. Naopak nadméma exprese IGF-1 vede ke zvysSeni
velikosti mozku a obsahu myelinu. Receptory IGF-1 jsou exprimovany v dosp&lém gyrus
dentatus. Periferni infuze IGF-1 zvysuje proliferaci progenitorové bunky v SGZ a selektivné
indukuje jejich neurogenezi. Bylo prokazano, ze LIF podporuje sebeobnovu NKB a podporuje

vitalitu zralych oligodendrocyti in vitro [8].

1242 Wnt

Wnt signalizace a proteiny Wnt jsou diileZité pro udrzovani kmenovych bunék riznych linii.
V nervovém systému je signalni draha Wnt hlavnim regulatorem aktivity adultnich NKB
a progenitorovych buné¢k [27, 28].

Ptitomnost signalizace Wnt uvnitt SVZ naznacuje tlohu Wnt ve vyvoji CNS. Exogenni protein
Wnt podporuje klonalni expanzi populaci kmenovych bun¢k, které mohou generovat neurony,
astrocyty a oligodendrocyty. Pouzitim inhibitoru Wnt bylo zjisténo, ze je Wnt potiebny pro
sebeobnovu a expanzi KB. Wnt proteiny maji rizné u¢inky na rizné populace bunék. Inhibuji
nervovou diferenciaci NKB a udrzuji pluripotenci EKB. U jinych progenitorovych populaci

mohou diferenciaci naopak podporovat [27].

Signal Wnt je nezbytny pro udrZeni populace KB, které vedou ke vzniku stfedniho mozku, coz
dokladaji vysledky experimentalnich studii s Wntl KO mySmi, které vykazuji agenezi
sttedniho mozku. Wnt3a podporuje diferenciaci KB na linie neurontl a astrocytli. Pfi nedostatku
Whnt3a se z dtivodu nedostatku proliferace NKB nedostate¢né rozviji hipokampus. Signalizace
Whnt7a indukuje diferenciaci NKB, coZ snizuje zasobu neuralnich progenitorovych bunék

V pozdnich vyvojovych stadiich [27].

Pozorovani aktivity Wnt drahy v radialnich bunkach SVZ, schopnost Wnt proteini vést
k expanzi kmenovych bungk in vitro a pozorovani, ze zablokovani drahy vede k vycerpani NKB
v kultufe, poukazuji na dalezitost Wnt drahy pfi regulaci sebeobnovy kmenovych bunék CNS
[27, 28].

1 KO - knock out — geneticky upraveny organismus, ve kterém byl zménén genom podle mistné fizené

rekombinaci tak, ze byl gen odstranén [118].
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1.2.4.3 Notch

Expresse Notch ligandii byla pozorovana v celé SEZ. Signalni draha Notch reguluje interakce
mezi fyzicky sousedicimi buitkami. Signalizace Notch indukuje expresi genti jako je Hesl,
ktery potlacuje expresi proneuralnich genti a podporuje udrzovani fenotypu NKB. Exprese
Hesl potlac¢uje hladinu exprese Mashl, ktera je vysoce exprimovana v progenitorovych
bunkach. Naopak se ukazalo, ze Mashl podporuje expresi ligandu Notch, coz naznacuje
mechanismus predpokladané zpétné vazby prostfednictvim inhibice mezi progenitorovymi
bunikami a NKB pfimym kontaktem bun¢k [29]. Notchl, membranovy receptor, ktery se vaze
na ligandy pfitomné na sousedni bufice je nutny pro udrzovani dospélych hipokampalnich
kmenovych a progenitorovych bunék a dospélé neuronogeneze v hipokampu. V neptitomnosti
Notchl byla naruSena samoobnova a expanze bunék exprimujicich nestin a snizil se pocet
generovanych neurond v gyrus dentatus [8]. Signalizace Notch je kliCovym regulatorem

klidového stavu NKB a inhibice Notch postacuje k tomu, aby se klidové NKB aktivovaly [29].

1.2.4.4 Ephrin-B / EphB

Receptory Eph tyrosin kindzy a jejich ephrin ligandy ovliviiuji interakce bunék v mnoha
vyvojovych a dospélych tkanich. Jsou dulezitymi regulatory proliferace, diferenciace,
zivotaschopnosti a migrace kmenovych nebo progenitorovych bunék. Neékolik Eph
tyrosinkinazovych receptort a jejich ephrin ligandd jsou exprimovany v SEZ a podileji se na
regulaci migrace neuroblastl a proliferaci bunék neuralnich progenitora. Blokovani interakce
ephrin-B / EphB vede k pietvoieni niché zplisobem, ktery je srovnatelny s ucinky poskozeni

nebo starnuti, coz naznacuje, zZe tato tfida molekul mize regulovat plasticitu NKB [8, 30].

EphB receptory jsou exprimovany ependymovymi buiikami a astrocyty. Aktivita EphB pisobi
ve sméru toku signali Notch a je dostateCna k zachrané ztraty ependymovych bunék
indukované potlacenou signalizaci Notch. EphB2, ktery ptisobi v signalni draze Notch, je také
nutny pro udrZeni charakteristik ependymovych bungk, inhibici ptfechodu z ependymové bunky

na astrocyt [30].

1.2.5 Markery neuralnich kmenovych bunék

Neurogenni oblasti dospélého savciho mozku byly velmi dobie charakterizovany, avSak pro
NKB zatim neni znam zadny specificky marker [24]. Analyza NKB se nejCastéji opira
a identifikaci riznych marker (Obr. 2). Nejbézné&jsimi markery NKB jsou naptiklad nestin,
GFAP, Musashil a 2 nebo Sox2. Zadny z téchto uvedenych markert neni dostateéné specificky

pro identifikaci NKB [20].
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Obr. 2 — Markery NKB, prekurzorit a zralych bunék CNS.

Prevzato a upraveno z [29].

Nestin je protein intermediarniho filamenta vyjadfeny v mitoticky aktivnich oblastech
rozvijejictho se a dospélého mozku. U mysi je exprese nestinu v pocatecnich stadiich
embryonalniho vyvoje pozorovana a postupné klesd béhem postnatdlniho obdobi. Nestin-
imunopozitivni buiiky nejsou obecné detekovany v dospélém mozku, s vyjimkou dvou
klicivych zon, SEZ a SGZ, a proto se béZné pouziva jako jeden znak NKB. Nicméné nestin
nemize byt jednoznacné interpretovan jako marker NKB, protoze je také exprimovan
v diferencovanych buikach, jako jsou astrocyty a neuroblasty nebo i ve svalovych,

endotelovych a nékterych nadorovych buikach [31, 32].

GFAP, glialni fibrilarni kysely protein, je specificky marker, ktery rozliSuje astrocyty od jinych
gliovych bunék [33]. Je exprimovan také ependymovymi buiikami a radialnimi gliovymi
buiikami. Exprese GFAP burikami doklada jejich ptivod z radialni glie [20].

NCAM, adhezni molekula neurdlnich bunék, je pfitomen v celém CNS béhem pozdnich
embryonalnich a ranych postnatalnich obdobi. Poté jeho exprese rychle klesa. V hypotalamu
je NCAM hojné piitomen v buitkach ependymového povrchu tieti komory. Imunoreaktivita
NCAM byla také spojena s neurogenezi, je stale detekovatelna u neuroblasta v SEZ i gyrus
dentatus [34].
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PCNA, jaderny antigen proliferujicich bunék je ¢asti DNA 6-polymerazy. Ovliviiuje celou fadu
dilezitych bunécnych procesit veetné metabolismu nukleovych kyselin jako soucast
replikaéniho a opravného mechanismu [35, 36]. PCNA je vyuzivan jako marker proliferujicich

bunék napi. v SEZ [37] a je exprimovan také v rostoucich nadorech [38].

Sox2 je transkripéni faktor nezbytny pro udrzeni sebeobnovy NKB. Pfi neurogenezi je Sox2
exprimovan ve vSech bunkach neuralni trubice, stejné jako v proliferujicich progenitorech CNS

[20, 37].

Prominin-1 (CD133) je membranovy glykoprotein pavodné identifikovan v neuroepitelu
mySiho embrya. U lidi byl plivodné popsan jako specificky marker hematopoetickych
progenitorovych bunék a dalSich embryonalnich epitelt [39]. Bufiky C133" maji vlastnosti
kmenovych bunck (sebeobnova, diferenciace, vysokd proliferace). V soucasné dobé se
prominin-1 pouziva pro izolaci a identifikaci KB z tady tkani napt. kostni dfen¢, mozku, ledvin,

jater, kuze ¢i glioblastomu [40].

Pro rozeznavani klidovych NKB se vyuziva exprese specifickych markerti, Oct4, Sox2, Nanog,
FoxO3 nebo také dlouhodobé zadrzovani BrdU? (bromodeoxyuridinu) [20]. Diferencované
prekurzory kmenovych bunék a neuroblasty jsou bézné rozpoznany expresi doublecortinu

(neuronalni migra¢ni protein, DCX) a NCAM [41].

2 Principem testu dlouhodobého zadrzovéani bromodeoxyuridinu (5-bromo-2'-deoxyuridin, BrdU) je
zaclenéni BrdU do DNA, jestlize butika proliferuje, do nékolika hodin az dni pozitivita BrdU v bunikach
zied’'ovacim principem vymizi. Pfitomnost BrdU pozitivnich bun¢k, 3-4 tydny po podani BrdU, doklada
jejich klidovy stav [119].
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1.3 Neurogeneze

Mozkova kura savcu se sklada z velkého mnozstvi nervovych a gliovych bunék, které
se vyvijeji z neuralnich kmenovych bunc€k Vv pribéhu embryonalniho vyvoje a prvnich
postnatélnich tydnti. Behem tohoto procesu se ptechod z NKB na pln¢ diferencované neurony

a glie nazyva neuronogeze a gliogeneze [42].

Béhem embryonalniho vyvoje generuji NKB témétf vSechny neurony CNS. AvsSak brzy
po narozeni je neurogenni potencial NKB vysoce omezen a neuronogeneze se vyskytuje pouze

ve specializovanych oblastech mozku [10].

Dv¢ zarode¢né oblasti vyvijejiciho se mozku savcd, ventrikularni zéna (VZ) a pozdé&ji
subventrikularni zéna (SVZ) vytvareji vétSinu neuronti a gliovych bunék v CNS savci
[43]. Bunky tvofené témito oblastmi jsou od sebe navzajem morfologicky odlisné a produkuji

odli$né potomstvo [44].

Buiikky VZ jsou potomstvem neuralni trubice a diferencuji se prenatalné na radidlni glie,
neurony a astrocyty. Radialni glie se rozprostira od stény komory az k povrchu vyvijejiciho se
neokorexu a pomahaji tak k migraci neuroblastli do Sedé hmoty, kde vyzravaji v projekéni
neurony. Timto zplsobem se vytvareji jednotlivé vrstvy neokortexu. Nedlouho poté, co se
zVZ vytvotfi prvni neurony, se objevi druha proliferativni populace SVZ. Zatimco
proliferativni frakce VZ rychle klesa, populace bun€k SVZ exponencialné nartista béhem druhé
tretiny prenatalniho vyvoje. Po€et bun¢k v SVZ vrcholi béhem prvniho tydne po narozeni

u hlodavct a pfiblizné v 35. tydnu t€hotenstvi u lidi, po niz se SVZ za¢ina zmensovat [44].

VZ tvoti neurony v hlubSich vrstvach neokortexu, zatimco SVZ tvofi neurony ve vrstvach
povrchovych. Toto potvrzuje exprese transkripénich faktort Otx1 a Svetl u mysSich
embryi. Otx1 je jediny ukazatel, ktery konkrétné¢ oznacuje, jak neurony hluboké vrstvy, tak

jejich progenitory. Zatimco Svetl oznacuje buitkky SVZ a neurony vné&jsi vrstvy [44].

V pocateCnim vyvoji jsou velké shluky bunck viditelné jako vyvySeniny pfilehlé ke sténam
lateralnich komor. Tyto vyvySeniny jsou kolektivné nazyvany gangliovymi eminencemi.
V rozvijejicim se prednim mozku béhem vyvoje plodu lze rozliSovat ¢tyii odlisné ¢asti SVZ na
zakladé¢ morfologie, velikosti bunék i data embryonalniho vyvoje. Tyto ctyfi oblasti jsou
medialni gangliova eminence (MGE), lateralni gangliova eminence (LGE), kaudalni gangliova
eminence (CGE) a SVZ. Kazda oblast je obohacena o progenitory, které vytvareji rizné typy

neuront a glii, které pokracuji v osidlovani dal$ich oblasti vyvijeciho se mozku (Obr. 3) [44].
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Obr. 3 — Embryondlni neurogeneze.
Schématické zndzornéni neurogeneze v embryondlnim kortexu mozku hlodaveii. (A) Rez embryondlnim pirednim
mozkem zobrazujici neokortex, laterdlni gangliovou eminenci (LGE) a medialni gangliovou eminenci (MGE). (B)

Schématické zndzornéni sekvencnich vyvojovych krokit neurogeneze mysiho embrya. Upraveno a prevzato z [10].

V Sedesatych letech 20. stoleti se zaCaly objevovat studie bun&né proliferace v mozku
dospélych potkani. Tato nova zjisténi byla podpoiena metodou zaclenéni zna¢eného thymidinu
do DNA bun¢k. Identifikace proliferujicich bunék ale neodhalila nové neurony, potvrzena byla
jen piitomnost gliovych bunék [45]. O tii roky pozdé&ji byl vznik novych neuronti prokazan
u dospélych potkani v subgranularni zoné gyrus dentatus hipokampu [46], a poté

i v subependymalni z6n¢€ postrannich komor [47].

Neuronogeneze v dospélém lidském mozku byla prokazana v roce 1998, stejné tak byla

dolozena adultni neuronogeneze i u primati [48].

V adultnim mozku se neuronogeneze vyskytuje pouze v oblastech, ve kterych jsou udrzovany
vyvojové signaly a morfogeny, jako jsou BMPs (z angl. bone morphogenetic proteins, kostni
morfogenetické proteiny), Notch, Eph a Noggin [44]. U dospélého mozku savci jsou nejlépe
popsany dvé hlavni neurogenni oblasti, a to subgranularni zona gyrus dentatus hipokampu
a subependymalni zéna postrannich mozkovych komor (Obr. 4) [25]. Za dalsi moznou
neurogenni zonu je povazovana sténa tieti komory hypotalamu [31]. V téchto neurogennich
oblastech vedle sebe existuji klidové i aktivované kmenové bunky, které generuji nové bunky

po cely zivot organismu [20].
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Obr. 4 — Neuronogeneze v savéim dospélém mozku.
Adultni NKB (modré oblasti) produkuji nové neurony (v zelenych oblastech). Adultni NKB se nachazeji v SEZ
steny postranni komory (LV), SGZ gyrus dentatus (DG) a v hypotalamu (HY), OB — bulbus olfacotirus, RMS —

rostralni migracni proud, STR — striatum, CTX — neokortex, CC — corpus callosum [49].

Nové udaje naznacuji, Ze bézné vnéjsi podnéty, jako je fyzicka aktivita, uceni, reakce na okolni
prostiedi, stres nebo starnuti ovliviiuji adultni neurogenezi. Kromé toho se zd4, Ze neurogeneze

je i nastrojem pro komplexni kognitivni funkce [20].
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1.4 Adultni neurogenni zony

1.4.1 Subependymalni zéna

SEZ je povazovana za zbytek zarode¢né zony, ktera ohranicuje postranni mozkové komory
avytvari se jiz béhem embryonalniho vyvoje [43]. V dospélosti pietrvava a nepietrzité
u hlodavci podporuje bulbus olfactorius novymi buiikami. V ramci dospélé SEZ tvoii
aktivované NKB neuroblasty, které prochazeji rostralnim migraénim proudem (RMS)

do bulbus olfactorius, kde se béhem 3-6 tydni diferencuji ve zralé neurony [20, 31].

Prvni pokusy o identifikaci NKB v SEZ naznacovaly, ze by ependymové buiiky mohly byt
odpovédné za neurogenezi této oblasti. Podavani BrdU dospélym mys$im oznacilo mnoho
ependymalnich buné¢k a ty vykazovaly dlouhodobé zadrzovani BrdU. Nésledné bylo prokazano,

ze ependymalni buriky jsou klidové a nemaji vlastnosti NKB [20].

Exprese zelené¢ho fluorescencniho proteinu (GFP) pod GFAP (glidlni fibrilarni kysely protein)
promotorem naznacuje, Ze astrocyty jsou kandidaty na NKB. Tento vysledek podpofil
poznatek, ze GFAP pozitivni bunky oznacené in vivo v SEZ generuji buriky, které migruji do

bulbus olfactorius [20].

Struktura a organizace SEZ (Obr. 5) byla velmi podrobné studovana, coz vedlo ke klasifikaci

¢yt hlavnich bunéénych typi. Buiiky jsou oznaéeny jako typy A, B1, B2 a C (Tab. 1) [44].

Tab. 1 — Klasifikace typii bunék SEZ.

Typ bunék Predpokladana bunééna identita
A Neuroblasty
Bl NKB
B2 Nezralé astrocyty
C Progenitory

Bunky A jsou neuroblasty, maji protahlé télo, mikrotubuly orientované podél dlouhé osy buiiky
a tmavou cytoplazmu bohatou na ribozomy. B1 a B2 typy bun¢k sdileji charakteristiky
astrocytl. Bl bunky zastavaji funkci NKB, maji svétlejsi cytoplazmu s malym poctem
ribozomt a B2 buiiky jsou nezralé astrocyty. Ctvrty typ bunék, buiiky typu C, jsou velké buiiky
s velkymi svétlymi jadérky. Jsou vysoce proliferativni, a predstavuji multipotentni progenitory

[44].
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Na zaklad¢ struktury a prostorového usporadani bunék typu Bl je mozné SEZ rozdélit do tii
domén. Doména I (apikalni) obsahuje apikalni vybézek bunék typu Bl a ependymové bunky,
doména II obsahuje bunécné télo vétsiny bunek typu B1, které jsou v kontaktu s buiikami typu
C a A, a doména III (bazalni) obsahuje bazalni vybézek B1 bunky s koncovymi nozkami na

cévach.

B1 domény
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Obr. 5— Schéma bunécné organizace SEZ.
B1 (modré) — astrocyty, které slouzi jako kmenova buiika SEZ. C (zelené) — vysoce proliferativni progenitorové
buriky. A (rizové) — migrujici neuroblasty. BV — krevni céva (z angl. blood vessel). Apikalni povrch bunék typu Bl
mad rasinku, kterd je zanorend v dutiné postranni mozkové komory. Tyto apikalni povrchy se nachdzeji ve stredu

"ozubeného kola" slozeného z ependymdlnich bunék (E — Zlutd). Prevzato a upraveno z [50].

Pouzitim imunohistochemie a konfokélni mikroskopie povrchu postranni komory bylo zjiSténo,
ze B1 bunky spole¢né s ependymovymi bunkami jsou v kontaktu s cerebrospinalni tekutinou

protékajici komorou [20].

Rekonstrukce SEZ na tirovni elektronové mikroskopie odhalily fetézce neuroblastii obklopené
tély a vybézky bun€k B. Progenitorové buiiky jsou nejcastéji nalezeny v malych shlucich.
Absolutni pomér bunécnych typt uvnitt SEZ prozatim nebyl stanoven, ale je ziejmé Ze
progenitory v dosp€lé SEZ daleko pievysuji pocet NKB. Analyza poméru progenitorti a NKB,
za pouziti injekci ®H thymidinu a BrdU, ukazala, Ze ptil dne po usmrceni bunék proliferovalo
méné nez 1 % bunc¢k SEZ. Toto malé procento proliferujicich bun¢k kompletné doplni bunky

SEZ za 8 dnt, coz naznaCuje, ze tyto oznacené bunky jsou pravdépodobné KB, a ze tvofi
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nejvyse 1 % populace bunék SEZ. Vypocty zaloZzené na poctu bunék tvoficich neurosféru

naznacuji, ze v dosp€lém mysim mozku je pfiblizn¢ 1200 NKB [44].

Elektronova mikroskopie kombinovana s 0znadenim migra¢nich bunék 3H thymidinem
Vv rostralnim migracnim proudu naznacuje, ze migrujici bunky jsou bunky typu A, neuroblasty
(Obr. 6). Jak cas postupuje, v jadrech migrujicich bun¢k se zachovava méné radiografickych
zrn, coZ naznacuje, ze se neuroblasty pii migraci v RMS déle déli. Patnact dni po injekci, vétSina
zna¢enych bunék naplni vrstvu granularnich bunék v bulbus olfactorius. Tyto bunky jsou
pozitivni pro neuron specifickou enolazu (NSE), zatimco bunky v RMS a SEZ zistaly
negativni. Tyto udaje ukazuji vyvoj nezralych progenitorovych bunék SEZ migrujicich skrz
RMS do bulbus olfactorius, kde dozravaji do granularnich a periglomerularnich bunék
(GABAergni interneurony) [44].

(A)

Obr. 6 — Migrace bunek ze SEZ rostralnim migracnim proudem.
A — Cesta neuroblastii pri migraci RMS na konecné misto v bulbus olfactorius (OB). B — Migrace neuroblasti

tunelem tvorenym astrocyty. C — Prirez RMS. LV — postranni komora [44].
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1.4.2 Subgranuldrni zéna

Subgranuldrni zéna je umisténa v hipokampu na rozhrani hilu a granulérni vrstvy hipokampu.
Odhaduje se, ze v SGZ dospélych hlodavct se generuje piiblizn€ 100 az 150 neurond denné.
Nové vzniklé neurony, které se integruji do mistniho obvodu, ptezivaji po dobu nejméné osmi

meésicti u hlodavct a dvou let u lidi [24].

Neuralni progenitorové bunky, které se vyskytuji v SGZ, podobné¢ jako kmenové buiniky SEZ,
maji vlastnosti astrocyt. Tyto builky, nazyvané B buiiky nebo progenitory typu I, exprimuji
nestin, GFAP a Sox2, a maji vyrazné radialni vybézky. I kdyz exprimuji astrocytovy znak
GFAP, tyto buiiky jsou morfologicky a funkéné odlisné od zralych astrocytii [26]. B buiiky
produkuji D buriky, progenitory typu II, které rychle proliferuji a tvoii agregaty mezi radialnimi
vybézky B bunék. Obvykle tvoii shluky dvou az ¢ty bunék a jsou pozitivni na NCAM
a doublecortin. Analyza ultrastruktury prokazala tfi subpopulace D bunék: D1, D2 a D3 (Obr.
7). D bunky generuji migrujici neuroblasty oznacované jako burnky typu III, které migruji do
vnitini vrstvy granularnich bunék a diferencuji se na granularni neurony. Nov¢ tvofené neurony
maji kulaté télo, dobfe vyvinuté dendritické vybézky a jeden axon. Kdyz tyto neurony
vyzravaji, exprimuji NeuN (neurondlni jaderny antigen) a calbindin (protein vazajici vapnik).
Cely proces diferenciace, zrani a integrace novych granularnich bunék nastava u mysi béhem

Sesti az osmi tydntli po narozeni [20, 24, 25].

V SGZ existuje jesté druhd populace neuralnich progenitorovych bunék. Jsou to neradialni
bunky taktéz vyjadiujici Sox2 a nestin, ale na rozdil od progenitort typu I, které byvaji klidové,
se aktivné obnovuji a neexprimuji GFAP. Presnd funkce kazdé populace je stdle nejasna.
Hipokampus je spojen s paméti a ucenim. Bylo prokazano, ze fyzicka aktivita souvisi
se zvySsenim proliferace nervovych progenitorovych bunck a kognitivni stimulace souvisi

S lep$im piezivanim nove¢ vznikajicich neuront [24].

NKB SGZ mohou autokrinim zptisobem regulovat vlastni klidové staddium. Laktadherin
je vysoce exprimovan v klidovych NKB gyrus dentatus. Sledovani chovani NKB pii deleci
laktadherinu odhalilo vyznamné zvySeni proliferujicich KB, coZz naznacuje, Ze laktadherin

blokuje aktivaci a proliferaci NKB [22].

Ackoli molekularni a buné¢na povaha hipokampalniho niché nebyla jasné definovéna, zd4 se,

ze podporuje NKB v produkci vétsiho mnozstvi neuronti na ukor astrocytt [26].
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Obr. 7 — Organizace subgranuldarni zény dospélych hlodavcii.

(4) Schematické znazorneéni korondlniho rezu dospelého mysiho mozku ukazujictho hipokampus. Subgranuldarni
oblast gyrus dentatus je zvétsena v (B). (B) Bunécna organizace SGZ. Astrocyty SGZ — také nazyvané B buiiky —
maji radialni vybézky a vedou ke vzniku progenitorovych bunék (D1). DI bunky se déli a diferencuji do novych
granuldrnich bunék (D2), které se integruji do vrstev bunék gyrus dentatus (D3) [51].

1.4.3 Hypotalamus

Ukéazalo se, ze V hypotalamu proliferuji endogenni NKB a mohou byt indukovany
k diferenciaci na neurony na zakladé fyziologickych i farmakologickych podnétl. Proliferace
bunék a nova produkce neuronti byla zaznamenéna u rtiznych druhi hlodavei a vétsich savet,
jako jsou napft. ovce. Avsak u primati Gdaje o hypotalamické neurogenezi prozatim popsany
nebyly [31].

Rada dtikazti podporuje hypotézu, Ze by hypotalamus mohl byt potencialni adultni neurogenni
zonou. Jeden z dikazli je vysokd uroven exprese markerti spojenych s morfologickou
a bunécnou plasticitou v hypotalamu. V hypotalamu je polysialylovand forma adhezni
molekuly nervovych bunék (PSA-NCAM) hojné piitomna ve vystelce a piilehlych oblastech
tieti mozkové komory [31].

Techniky bézné pouzivané k odhaleni novych neuroniti v SGZ a SEZ byly uspé$né pouzity
i v hypotalamu. Takové techniky zahrnuji kolokalizaci proliferaénich markeri spolu se
specifickymi buné¢nymi markery pro neurony a neuroblasty (doublecortin, B-tubulin typu Ill,
NeuN, MAP2), astrocyty (GFAP) a oligodendrocyty (galaktocerebrosidaza a myelin
proteolipidovy protein) [31].
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V hypotalamu dospélého mozku byly hlaSeny tfi proliferaéni zony. Prvni proliferativni zéna
v dorzalni ol oblasti po stimulaci IGF1 dokaze indukovat tanycyty ke tvorbé neuront
a astrocyt v sousednim hypotalamickém parenchymu. Druhd proliferativni zona v dorzalni
a2 oblasti mize byt stimulovana FGF2 aktivaci symetrické sebeobnovy dorzalnich a2 tanycyti
nebo mize byt zdrojem neuront a astrocytd a ziidka i oligodendrocyti. Ve tieti proliferacni
z6ng, tzv. hypotalamické proliferativni oblasti umisténé v sousedni eminenci, tanycyty

proliferuji symetricky, coz vede ke vzniku neurond, piipadné progenitora oligodendrocyt [8].

Hypotalamickd neuronogeneze byla spojena s regulaci télesné hmotnosti a energetické

rovnovahy [8].
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1.5 Pluripotentni kmenové bunky

Pluripotentni kmenové bunky jsou buiiky se schopnosti sebeobnovy a diferenciace do bun¢k tii
zarode¢nych listd, tedy do vSech bun€k organismu. Mezi pluripotentni kmenové bunky patii
embryonalni kmenové buiniky (EKB) a indukované pluripotentni kmenové bunky (iPS buiiky,
z angl. induced pluripotent stem cells) (Obr. 8) [52].

Pluripotence byla ale potvrzena i u dalsich typa KB. Radime sem epiblastové kmenové buiiky
(EpiKB), jedné ze dvou buné&nych vrstev diferencovanych zbunék embryoblastu.
Pluripotentni jsou také nékteré bunky reprodukcnich organii, primordidlni zarodecné bunky

a postnatalni spermatogonie [53].

Po transplantaci mohou pluripotentni kmenové bufiky generovat teratomy, ve kterych jsou

nalezeny struktury odvozené z nékterého zarode¢ného listu [54].

A B
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e . = u
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embryondini kmenové buriky

Obr. 8 — Ziskani EKB a iPS bunék.

A — Embryondlni kmenové buriky. B — Indukované pluripotentni kmenové buiiky. Prevzato a upraveno z [55].
1.5.1 Embryondlni kmenové bunky

Béhem patého az sedmého dne embryonalniho vyvoje ¢lovéka se tvoii blastocysta, ktera
obsahuje pluripotentni buniky. Tato skupina bunék je oznacovana jako embryoblast a obsahuje
ji embryonalni kmenové buinky (EKB) [56].

Ze jsou EKB pluripotentni ukazal Gardner a kol. v roce 1968, kdy vytvofili chiméricka zvitata
prenosem bun¢k z embryoblastu jedné blastocysty do blastocysty jiné. In vitro Ize pluripotenci

EKB prokazat formovanim embryoidnich télisek. V téch pak EKB spontann¢ diferencuji ve
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vSechny bunééné typy ektodermu, mezodermu i endodermu. EKB castecné prispivaji

I k extraembryonalnim tkanim, napf. embryonalnim obalim a ¢astecné i placenté [53].

Az do konce devadesatych let 20. stoleti byly EKB také generovany z vysSich druh savet,

nejprve z blastocyst primatt (mimo lidskych) a nasledné i blastocyst lidskych embryi [54].

1.5.2 Indukované pluripotentni kmenové buiky

Pomoci faktori pritomnych v EKB, které jsou potiebné k obnoveni pluripotentniho stavu
v somatickych bunkach Yamanaka a Takahashi vroce 2006 [57] vyvinuli metodu, ktera
prokazala, ze mysi fibroblasty lze pouze ¢tyimi trofickymi faktory; Oct4, Sox2, cMyc a Kif4,
dediferenciovat na buriky téméf s veSkerymi vlastnostmi mysich EKB. Takto pfeprogramované
mysi fibroblasty mohou generovat bunky vSech tii zarode¢nych listi. Takové bunky byly
oznaceny jako indukované pluripotentni kmenové bunky (iPS). iPS byly pozdé&ji vytvoreny

z riznych somatickych bunék mysi, primatt i lidi [54].
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1.6 Kultivace a diferenciace NKB

Pro detekci a expanzi kmenovych bunék z dospélého mozku pouzili Reynolds a Weiss
[7] bezsérovy kultivacni systém, pficemz vétSina primarnich diferencovanych bunék CNS,
které byly sklizeny, neptezila. I kdyz tento systém vedl ke smrti vétSiny bunécnych typt
odvozenych z periventrikularni oblasti béhem tii dnii kultivace, umoznil malé populaci (asi
0,1%) bungk citlivych na epidermalni rastovy faktor (EGF), aby zacaly aktivné proliferovat.
Pouzitim tohoto kultivaéniho systému prokazali, ze jedina dospéla buitka CNS by mohla
proliferovat za vzniku shluku nediferencovanych bun¢k oznacovanych jako neurosféra, ktera
by mohla byt disociovana za vzniku sekundarnich sfér nebo indukovana k diferenciaci,
generujici tf1 hlavni typy bun€k CNS. Timto zpisobem prokézali, ze butika, kterou izolovali,
vykazovala atributy proliferace, sebeobnovy a schopnost generovat fadu diferencovanych,
funkénich bunék. Dalsi studie ukazaly, ze nasledkem dobte definovaného protokolu (s pouzitim
EGF a FGF2) by se mohl vytvofit konzistentni, obnovitelny zdroj nediferencovanych
prekurzori CNS, které by mohly byt rozsifeny jako neurosféry nebo diferencovany do neurontl,

astrocytl a oligodendrocytt [58, 59].

NKB mohou byt také kultivovany systémem adherentni monovrstvy, metody vyvinuté na
pocatku 90. let. Oba systémy maji fadu vyhod a nevyhod a je tfeba peclivé zvazit, ktery systém
pro kultivaci vyuZijeme. Obé metody jsou cennym ndastrojem pro stanoveni prolifera¢niho

I diferencia¢niho potencialu NKB in vitro [60].

Neurosféry umoziuji expandovat NKB in vitro a pfimy odecet rozdilti v poctu a potencialu
prekurzorovych bunck. Kromé toho jsou neurosféry také uZzite€nym nastrojem pro studium
vnitini specifikace bunék, kdyz jsou odstranény z jejich normalniho vnéjSiho prostiedi. Vné;si
podnéty mohou byt studovany jednoduse ptidanim faktoru zdjmu do média a kvantifikace poctu
a velikosti generovanych neurosfér. Hlavni nevyhodou kultivace neurosfér je tvorba jejich
vlastniho niché, tj. bunky ve stfedu neurosféry (zvlasté¢ velké neurosféry) jsou vice
diferencované nez buriky na povrchu. Neurosféry obsahuji nejen kmenové burky, ale i jejich

potomstva, progenitory a diferencované bunky [60].

Adherentni monovrstevné kultury poskytuji dobry systém pro modelovani in vivo proliferace.
Adherentni kultury, ve kterych buniky ziistavaji izolované;jsi a homogennéj$i, mohou eliminovat
heterogenni povahu neurosféry. Za téchto rastovych podminek prekurzorové buiiky rychle
proliferuji a tém¢t vSechny builky se déli a exprimuji charakteristické nervové prekurzorové

markery Nestin, Sox2 a BLBP (brain lipid-binding protein). Hlavni nevyhodou systému
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monovrstvy ve srovnani s kultivaci NKB jako neurosfér je nemoznost monitorovani

a kvantifikovani jednotlivych klonti odvozenych od prekurzort [60].

Pro potvrzeni multipotentniho potencidlu bun€k mohou byt jak adherentni kultury, tak
neurosféry diferencovany absenci mitogenu v pfitomnosti séra. Je prokdzano, ze takto

diferencované NKB vedou ke vzniku neuronti i glii [60].

Vyvoj a zrani neuronalnich bun€k in vivo zavisi na riznych typech chemické
signalizace. Zpoc¢atku, rastové faktory a chemoatraktanty uvoliované do extracelularniho
prostoru progenitorovymi butikami spousti lokaliza¢ni specifickou diferenciaci. Pfi tvorbé
neuritii vede lokalni uvoliiovani neurotransmiterd k vyvoji dendritu a zranim bun¢k k vytvoieni

dynamickych siti CNS. In vitro mohou byt faktory obnoveny prostfednictvim dopliiovani média
[61].
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1.7 Kultivace a diferenciace embryonalnich kmenovych bunék
Prvni izolace a kultivace EKB z my$iho embrya v roce 1981 [62] oteviela moznost ziskat

dostupny zdroj pluripotentnich bun¢k a tim i moznost tvorby vSech bunc€k organismu

Vv laboratofi [63].

Vzhledem k tomu, Ze embryonalni vyvoj je zprostfedkovan sledem signalu, které rozhoduji
0 osudu bungk, je diferenciace pluripotentnich buné¢k in vitro fizena molekulami rekapitulujici
vyvojovy proces [64]. Piiklady postupti zahrnuji postupnou diferenciaci EKB na motorické
neurony [65], oligodendrocyty [66], dopaminergni neurony [67], erytrocyty [68], hepatocyty
[69] a dalsi.

Kultivace mysich EKB obvykle probiha v pfitomnosti podptirnych bung¢k, vétsinou fibroblasti,
které byly inaktivovany napt. mitomycinem. Tyto buriky tvoii vrstvu na dné kultiva¢ni nadoby
a produkuji faktory podporujici preziti EKB. Pokud nejsou pouzity podplrné buiiky je tieba

EKB kultivovat na miskach potazenych Zelatinou nebo Matrigelem [70].

Jednou z nejpozoruhodnéjsich vlastnosti embryondlnich kmenovych bunék je jejich schopnost
organizovat se do trojrozmérnych struktur, které jsou schopny napodobit nékteré aspekty
embryonalniho vyvoje. Takto vzniklé embryoidni téliska predstavuji experimentalni in vitro
model, ktery poskytl mnoho dulezitych voditek pro studium raného embryonalniho vyvoje
[63, 71]. Embryoidni téliska jsou kulaté struktury odvozené z EKB, které prosly nékterymi
z pocatecnich fazi diferenciace, ptipadné byly smétovany k diferenciaci za ti¢elem generovani

specifi¢téjsich typa bunék [72].

In vitro diferenciace EKB je u¢innym nastrojem pro studium specifikace linie. V kombinaci
s modernimi molekularnimi nastroji pro znaceni linii a tfidéni bunék maze in vitro produkce

riznych typt bunék z EKB poskytnout neomezené mnozstvi specifickych bunék [71].

V diferencovanych embryoidnich téliscich se spontanné tvori neuroepitel i NKB. Pro zvyseni
ucinnosti neuralni diferenciace se vyuziva kyselina retinova (RA). Pfi tomto postupu se tvoii
embryoidni téliska po dobu ¢ty dnd v nepfitomnosti RA a pak se kultivuji po dobu dalSich dnt
Vv ptitomnosti RA a vysledné buniky vykazuji vice neuronalnich znaki jako jsou rust neuritt,
exprese neuronalnich markerd (B-11l-tubulin a neurofilamenta) a dalsi. Navzdory pfidani
velkého mnozstvi RA jsou tato téliska stdle heterogenni, obsahujici dal§i mesodermalni
a entodermalni bunky, coz ukazuje, ze v téchto komplexnich 3D strukturach je obtizné

regulovat jednotlivé diferencia¢ni kroky [63, 71].
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Lidské NKB mohou byt generovany a expandovany kratkodobé bez potteby tvorby
embryoidnich télisek v bezsérovych podminkach dudlni inhibici signalizace SMAD [73] nebo
synergickou inhibici glykogen syntazy kinazy-3 (GSK3), transformujiciho ristového faktoru 3
a signaliza¢ni drahy Notch [74].

Néchylnost hEKB k buné¢éné smrti po disociaci jednotlivych buné€k je podstatnou prekazkou
dlouhodob¢ kultivace hEKB, ale byla piekondna pomoci malych molekul; PD0325901,
CHIR99021 a Y27632 (ROCK inhibitor), v kombinaci s FGF2 si hEKB zachovavaji
pluripotentni potencial i pti dlouhodobém pasazovani na povrchu potazeném fibronektinem

[75].

In vitro diferenciace neuroni z embryonalnich kmenovych bunék mize byt vynikajicim

piistupem ke studiu vlivu genti na rizné neuronalni funkce [76].
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1.8 Imunohistochemie

Imunohistochemické metody jsou zalozeny na reakci antigenu s protilatkou [77]. V ramci
imunohistochemie se uplatiuji monoklonalni a polyklonalni protilatky pro detekci specifickych
antigenl v tkdnovych fezech. Misto navadzané protilatky se vizualizuje fluorescenénim

barvivem, enzymem, radioaktivnim prvkem nebo koloidnim zlatem [78].

Prvni studie, ve které byla pouzita technika imunohistochemie, byla uvedena v roce 1941.
V této studii byly pouzity protilditky znacené fluoresceinem isothiokyanatem (FITC)
k lokalizaci pneumokokovych antigeni v infikovanych tkanich. V imunohistochemii se
barveni provadi tak, aby bylo poSkozeni tkané¢ nebo bunck co nejmensi, a za pouziti co

nejmensiho mnozstvi protilatek [78].
1.8.1 Rozdéleni imunohistochemickych metod
Imunohistochemické metody rozdélujeme na metody piimé a nepiimé [77].

Piima metoda je nejjednodusdim zpisobem lokalizace antigenu ve tkani. Rez pievrstvime
oznacenou protilatkou, ktera specificky reaguje s antigenem za vzniku ozna¢eného komplexu
(Obr. 9). Hodnotime rozmisténi oznacenych mist v tkani. Pfimd metoda je malo citliva
a pouziva se pouze v piipadé, Ze je ve studované tkani vysokd koncentrace sledovaného

antigenu [77, 79].

Znacena primarni
protilatka

A #—— Tkanovy antigen

Obr. 9 — Piima imunohistochemicka metoda.

Prevzato a upraveno z [80].

Principem nepiimé dvoustupiiové metody je znaCend sekundarni protilatka, ktera se vaze na
primarni, antigen specifickou, protilatku (Obr. 10). Na primarni protilatku se miize navazat

nekolik molekul znacené sekundarni protilatky, to je divodem vysoké citlivosti metody
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[79, 81]. Nevyhodou oproti piimé metode¢ je slozitéjsi zpracovani. Nepfimou metodou miizeme

prokazovat antigen nebo i protilatku [77].

Sekundarni
.‘— 4 4 o 4
% znacena protilatka

Primarni .

protilatka '/ \
A /\ 4 Tkanovy antigen

Obr. 10 — Nepiima dvojstupiiova imunohistochemicka metoda.

Prevzato a upraveno z [80].

Nepiimé trojstupniové metody jsou metody pouzivané K zesileni signalu napi. pii nizkém
mnozstvi antigenu ve tkani. Primarni protilatka reaguje s antigenem, nasledné dochazi
Kk navazani sekundarni protilatky na primarni protilatku a na takto vytvofeny komplex naseda

znacena terciarni protilatka specificka proti protilatce sekundarni [79, 81].

Mezi nejcastéji pouzivané nepiimé trojstupiiové metody fadime metodu peroxidaza-

antiperoxidazového komplexu (PAP) a metodu avidin-biotin komplexu (ABC). Metody jsou

[ 24

V praktické ¢asti je vyuzivana nepiima trojstupniova metoda LSAB (labbeled streptavidin-
biotin) (Obr. 11). Neznacena primarni protilatka se vaze na tkanovy antigen. Na komplex
antigen primarni protilatka se vaze znacena sekundarni protilatka znacena biotinem. K nasledné
vizualizaci se vyuziva znaCeny sStreptavidin vazajici se na biotin. V tomto pftipadé

je streptavidin znaceny kienovou peroxidazou (HRP).
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Streptavidin
o 0 znaceny markerem

Sekundarni protilatka OAO
znacena biotinem >

Primarni
protilatka / \

A 4—— Tkanovy antigen

Obr. 11 — Imunohistochemickda metoda LSAB.

Prevzato a upraveno z [80].
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2 Cile prace

— Znazornéni neurogennich zén v adultnim mozku hlodavet pomoci imunofenotypizace

bunék v tkanovych fezech.
— Izolace a kultivace neuralnich kmenovych bunék.
— Kultivace embryonalnich kmenovych bun¢k a jejich nasledna diferenciace.

— Stanoveni genové exprese vytipovanych markerti diferencovanych bunék pomoci
gRT-PCR.
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3 Experimentalni Cast

3.1 Pouzité pristroje a pomicky

Automatické mikropipety (0,5 ul — 5 ml; Eppendorf, Némecko)
Buné&éna skrabka (300 mm, Techno Plastic Products, Svycarsko)
Buné¢né sitko (40 um, 70 um; nylon, Corning Incorporated, USA)
Biirkerova komirka (Blaubrand, BRAND GMBH + CO KG, Némecko)
Centrifuga (HERMLE Z300, Némecko)
Centrifugaéni zkumavky (15 ml, 50 ml; Techno Plastic Products, Svycarsko)
CO2 inkubator (Steri-Cycle CO> Incubator, Thero Fisher Scientific, USA)
Digestoi (HELAGO-CZ, Ceska Republika)
Filtr pro injekéni stfikatku (0,22 pm; Techno Plastic Products, Svycarsko)
Fluorescen¢ni mikroskop (Olympus, Némecko)
Chladici blo¢ek pro udrzeni teploty — cooler (Cryo-Safe Cooler, Sigma-Aldrich, USA)
Injekeni stiikacky (10 ml, 20 ml; Chirana, Slovenskéa Republika)
Inverzni mikroskop (Olympus CKX 41, Japonsko)
Mikrospektrofotometr (UV/Vis Micro Spectrophotometer, ASP-2680, ACTGene,
USA)
Kryozkumavky (1,5 ml; Techno Plastic Products, Svycarsko)
Kultiva¢ni desti¢ky (6—96-jamkové s rovnym dnem; Techno Plastic Products,
Svycarsko)
Laboratorni vadhy (KERN & SOHN GmbH, Némecko)
Laminarni box (Safeflow (BioAir), EuroClone, Italie)
Lednice
Magneticka michacka (MST digital, IKA Yellow-line, Nizozemsko)
MikrovInna histostanice (KOS Microwave histoSTATION Milestone, Italie)
Mikrozkumavky (0,5 — 1,5 ml; Eppendorf, Némecko)
Mrazak
Pasteurovy pipety (3 ml; Kartell S.p.A, Italie)
PCR 96-jamkové desticky a kryci folie (Roche s.r.0., Svycarsko)
Petriho misky (60 mm, 100 mm; Techno Plastic Products, Svycarsko)
Podlozni a kryci skli¢ka (Bamed, Ceska Republika)
Sérologické pipety (5-25 ml; TPP — Techno Plastic Products, Svycarsko)
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Skladovaci lahve PET/HDPE — lahve na média (100-500 ml, SPL Life Sciences,
Korejska Republika)

Sklenény mikrohomogenizator (P-Lab, CR)

Stereomikroskop (Olympus SZX 9, Japonsko)

Systém pro ultracistou vodu (Milli-Q® Direct 8 Water Purification Systém, Némecko)
Spi¢ky bez filtru (Standart/Bulk Tips, Epperndorf, Némecko)

Spi¢ky s filtrem (PCR Clean/Sterile Tips, Eppendorf, Némecko)

PCR cyklery (T100™ Thermal Cycler, C1000™ Touch Thermal Cycler, BioRad, USA)
UV Cisti¢ vzduchu (UVR-M, UV Cleaner-Recirculator, Biosan, Loty$sko)

Vodni lazen (Julabo TW8, Némecko)

Vlhk4 komiirka (P-LAB a.s., Ceska Republika)
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3.2 Chemické a biologické latky

3.2.1

Kmenové buiky
B-merkaptoethanol (¢istota > 99,9 %, Sigma-Aldrich, USA)
Akutaza (Stem Pro Accutase, Sigma Aldrich, USA)
B27 suplement (Gibco™ B-27™ Supplement, Serum Free, USA)
BMP4 (Recombinant Mouse BMP-4, BioLegend, USA)
DMEMY/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco™, HEPES, USA)
o + L-carnitin
o +15mM HEPES
DMSO - dimethyl sulfoxid (Cistota > 99,9 %, pro molekularni biologii, Sigma-
Aldrich, USA)
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
o bez KCI
o bez MgCl;
EGF (mouse epidermal grow factor, Gibco™, USA)
FBS — fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum, heat inactivated, Sigma-Aldrich, USA)
FGF2 (mouse basic fibroblast growth factor, Cell Signaling Technology, Nizozemsko)
ITS (Insulin-Transferin-Selenium, 100x, Gibco™, USA)
LIF (Leukemia Inhibitory Factor mouse, 1x108 U/mg, Sigma-Aldrich, USA)
Malé molekuly
o PDO0325901 — inhibitor MEK/ERK drahy (10mM, Reprocell, USA)
o CHIR99021 — inhibitor GSK3 (10mM, Reprocell, USA)
Monothioglycerol (11,9M, Sigma Aldrich, USA)
N2 suplement (Gibco™ N-2 Supplement (100X), USA)
Neurobazalni médium (NeuroBasal medium, Gibco™, USA)
PBS (Phosphate Buffered Saline, Gibco™, USA)
o bez CaClz
o bez MgCl»
Penicilin-Streptomycin (Sigma-Aldrich, USA)
o penicilin — 10 000 jednotek
o streptomycin — 10 mg/ml
o Vv0,9% NaCl
TrypLE (Express Enzyme 1x, Sigma-Aldrich, USA)
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Trypanova modi (0,4%, Sigma-Aldrich, USA)
Trypsin (0,25% EDTA solution, Sigma-Aldrich, USA)

gRT-PCR

LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche s.r.0., Svycarsko)

NF voda (Nuclease free water, Zymo Research, USA)

Souprava pro izolaci RNA (Direct-zol™ RNA Miniprep, Zymo Research, USA)
TRI Reagent® (The Epigenetics Company, USA)

Imunohistochemie
Aceton (Lach-Ner, CR)
Citratovy pufr — 0,1 M, pH 6,0
o Citrat sodny 0,1 M (2,9 g/100 ml)
o Kiyselina citronova 0,1 M ( 2,1 g/100 ml)
o 41 ml 0,1 M citratu sodného, 9 ml 0,1 M kyseliny citronové a 450 ml
redestilované vody
DAB
o 5 pl H202(30%) (Lach-Ner, CR)
o 5 kapek dimethylformamidu (Lach-Ner, CR)
o 10 ml redestilované vody
o 2 mg DAB - 3,3-diaminobenzidin tetrahydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA)
DAPI (4',6-diamidin-2'-phenylindol dihydrochlorid, Sigma-Aldrich, USA)
Etanol (Lach-Ner, CR)
Hematoxylin
Modra skalice (pentahydrét siranu méd’natého) (Lach-Ner, CR)
Montovaci médium (Bamed, CR)
Osli sérum (Jackson ImmunoResearch, Velka Britanie)
Paraformaldehyd (4%)
PBS — Fosfatovy pufr, 0,1 M, pH 7,4 — 7,6
o KH2PO4-0,2¢g
o NaHPO4-12H.0-7,16 g
o NaCl-8,0g
o KCI-0,2¢

o Vse smichano a rozpusténo v 1000 ml redestilované vody
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PBS-T - 0,1%
o 1000 ml PBS, 1 ml Triton X-100
Primarni protilatky
o Anti — GFAP — polyklonalni, krali¢i (Agilent Dako, USA)
o Anti — NCAM - polyklonalni, krali¢i (Millipore, USA)
o Anti — Nestin (Rat 401) — monoklonalni, mysi (DSHB, USA)
Roztok pro utlumeni endogenni peroxidazy, 5% H>0O,
o 5ml 30% H,0; (Lach-Ner, CR)
o 25 ml redestilované vody
Sekundarni protilatky
o Osli anti-krali¢i, znacena biotinem (Jackson ImmunoResearch, Velka Britanie)
o Osli anti-mys$i, zna¢ena Cy3 (Jackson ImmunoResearch, Velka Britanie)
Streptavidin znaceny kienovou peroxiddzou (Agilent Dako, USA)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)
Xylen (Lach-Ner, CR)
Zelatina 0,1%
o 0,1 g Zelatiny (Sigma Aldrich, USA)

o 100 ml redestilované vody
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3.3 Imunohistochemie na tkanovych fezech nervové tkané

Spole¢né kroky vSech metod imunohistochemie.

Parafinové preparaty byly odparafinovany v xylenu a zavodnény pomoci sestupné alkoholové
fady se zakonCenim v destilované vodé. V kazdém roztoku byly preparaty ponofeny 10 minut

(3x xylen, 98%, 80%, 70% etanol, destilovana voda).
Oplachy v PBS/PBS-T byly provedeny vzdy tiikrat po dobu 5 minut.

Permeabilizace byla provadéna pomoci 0,5% Tritonu X-100 (10 minut). Pfiprava: 2,5 ml
Tritonu X-100 bylo doplnéno do 500 ml PBS pufrem.

Redéni roztok sér a protilatek bylo provadéno pomoci PBS-T (neni-li uvedeno jinak).

Inkubace ve vlhké komtrce byla provadéna za laboratorni teploty a preparaty byly uchovavany

ve tme.

3.3.1 Prukaz NCAM trojstupnovou LSAB metodou
Pro prikaz NCAM pozitivnich bun¢k byl pouzit histologicky fez dospélé potkani postranni

mozkové komory.

Po odparafinovani a zavodnéni fezii byly preparaty ponofeny do 1000 ml citratového pufru
a vlozeny do mikrovinné trouby (histostanice) na 27 minut, kde byla provedena metoda antigen
retrieval (odmaskovani antigenu). Metoda antigen retrieval je vyuzivana pro lepsi pfistupnost
antigenti v tkdnich konzervovanych formaldehydem, ve kterych muize byt snizena
detekovatelnost proteinii. Po vytdhnuti preparatii z mikrovinné histostanice byla sklicka
oplachnuta redestilovanou vodou a provedena permeabilizace. Nasleduje oplach
Vv redestilované vodé. Endogenni peroxidaza byla utlumena 5% peroxidem vodiku. Takto byly
preparaty inkubovany 3x po dobu deseti minut ve vlhké komurce. Po inkubaci byl proveden
jeden oplach po dobu péti minut redestilovanou vodou a 3x PBS-T pufrem a preparaty byly
pfevrstveny oslim sérem v fedéni 1:20 a inkubovany 20 minut ve vlhké komirce. Nasledné byla
pfidana primarni polyklonalni krali¢i protilatka GFAP fedéna 1:500 a vzorky inkubovany
50 minut ve vlhké komtirce. Poté byla znovu nakapana primarni protilatka a preparaty ve vlhké

komiirce inkubovany ptes noc pii 5 °C.

Nasledujici den byla po oplachu v PBS-T (3x) pfidana sekundéarni polyklondlni biotinylovana
osli anti-krali¢i protilatka fedéna 1:250 a ve vlhké komdurce fezy inkubovany 45 minut.

Po inkubaci a nasledném oplachu v PBS-T (3x) byl na preparaty aplikovan streptavidin znaceny
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kfenovou peroxiddzou (HRP) v fedéni 1:300 a inkubovan 45 minut. Po této inkubaci byly
vzorky trikrat oplachnuty v PBS a pfidan roztok DAB pro vizualizaci na dobu maximalné¢ péti
minut. Pro zastaveni reakce roztoku DAB byly preparaty dvakrat proplachnuty vodou.
Nasledovalo pfidani modré skalice na 5 minut pro zvyraznéni reakce, oplachnuti redestilovanou

vodou a dobarveni jader hematoxylinem (20 s).

Na zavér barveni pod tekouci vodou jadra modrala po dobu deseti minut, preparaty odvodnény
vzestupnou alkoholovou fadou (70%, 80%, 95% etanol — rychle), acetonem (5 minut), xylenem

(3x 5 minut) a zamontovany.

3.3.2 Prukaz GFAP trojstupnovou LSAB metodou
Pro prokazani GFAP+ bunék byl pouzit histologicky fez dospé€lé potkani postranni mozkové
komory.

Pro priikaz GFAP je pouzita krali¢i polyklonalni protilatka anti-GFAP, fedéni 1:500. Postup
imunobarveni je obdobny prikazu NCAM (viz 3.3.1).

3.3.3 Prtkaz nestinu dvojstupnovou metodou s fluorescen¢ni detekci
Pro dikaz nestinu v diferencovanych bunkach byla pouzita kultura mysich EKB linie D3

ovlivnénych 1mM kyselinou retinovou s kultivaci v N2B27 médiu (Tab. 8).

Z kultivacéni desti¢ky s buikami bylo odsato médium a nahrazeno 4% paraformaldehydem pro
zafixovani bunek. Po deseti minutach byl vzorek proplachnut pomoci PBS pufru (2 x 5 minut).
Nasledné permeabilizujeme membranu 0,5% Tritonem (10 minut). Proplachneme 2x v PBS
vzdy po péti minutach. Pfidavame osli sérum, fedéné 1:20 v PBS, po 20 minutové inkubaci
prevrstvime buiky primarni monoklonalni mysi protilatkou anti-RAT 401 (anti-nestin),
fedénou v poméru 1:4, a inkubujeme 60 minut ve tmé. Po inkubaci oplachneme 2 x v PBS
(5 minut) priddme sekundarni osli polyklonadlni protilatku anti-my$i znacenou
Cy3 (cyaninem 3) v iedéni 1:200 (v PBS). Nechame 45 minut reagovat (ve tm¢) a opét
oplachneme v PBS. Pro dobarveni jader 5 minut inkubujeme s DAPI (ve tm¢), oplachneme
Vv redestilované vod¢ a specidlnim montovacim médiem zamontujeme. Buiiky prohlizime ve

fluorescen¢nim mikroskopu.
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3.4 Neuralni kmenové bunky

Veskera prace s kmenovymi bunkami, véetné piipravy médii probiha v laminarnim boxu.

3.4.1 Piiprava média pro NKB
Pro kultivaci neuralnich kmenovych bun€k bylo pouzivano v pritbéhu ¢asu vice riiznych médii.

Nize budou vSechna sepsana a pti popisovani metod uvedeno, které bylo pouzito.

Pro kultivaci neuralnich kmenovych bunék izolovanych z 13,5denniho embrya bylo pouzivano
médium s komponentami pro tvorbu a kultivaci neurosfér. Podle Tab. 2 bylo piipraveno
médium do 500 ml zdsobni sterilni 1dhve. Takto pfipravené médium bylo rozpipetovano po
40 ml a zamrazeno. Jednu lahvicku s médiem nechavame v lednici. Pied praci vytdhneme

Z lednice a hodinu nechame vytemperovat na laboratorni teplotu.

Tab. 2 — Zakladni médium pro kultivaci NKB z 13,5denniho embrya.

Slozka Finalni koncentrace MnoZstvi
DMEM/F12 (+L-glutamin, + HEPES) 1X 485 ml
ITS (100X) 1% (v/v) 5ml
B27 (50X) 2 % (VIv) 10 ml

Pfed pouzitim média pridavame komponenty EGF, v koncentraci 20 ng/ml a FGF2

v koncentraci 10 ng/ml.

Pro kultivaci NKB izolovanych z 2dennich a 7dennich mysi byla pouzivana dvé zakladni média
DMEM/F12 + N2 suplement a DMEM/F12 + B27 suplement. SloZky dan¢ho média byly
smichany ve sterilnich ldhvich na médium o objemu 50 ml. Veskerd ptfiprava médii probihala

V laminarnim boxu.

DMEM/F12 + N2 médium bylo pfipraveno smichanim 50 ml DMEM/F12 a 0,5 ml N2
suplementu. DMEM/F12 + B27 médium bylo pfipraveno smichanim 50 ml DMEM/F12 a 1 ml
B27 suplementu.

Takto pfipravend média jsou uchovavéana v lednici a tvofi zdklad médii kompletovanych tésné

pfed nasazenim bunék.

Pii kultivaci byly do zakladnich médii pfidavany rustové faktory EGF, FGF2 nebo LIF (Tab.
3). Byly tak vytvoteny Ctyfi typy kompletniho média (Tab. 4) pro aktualni spotfebu. Médium
s ptidavkem FGF2 a EGF je vhodné pro tvofeni definitivnich neurosfér, naopak médium

s ptfidavkem LIF je vhodné pro tvorbu primitivnich neurosfér.
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Tab. 3 — Slozky pridavané do zakladnich kultivacnich médii pro NKB.

Slozka

. , Finalni koncentrace
(koncentrace zasobniho roztoku)

FGF2 10 ng/ml
EGF 20 ng/ml
LIF (10 pg/ml) 10 ng/ml

Tab. 4 — Prehled slozek kompletnich kultivacnich médii pro NKB.

DMEM/F12 + N2 + LIF
DMEM/F12 + N2 + FGF2 + EGF
DMEM/F12 + B27 + LIF
DMEM/F12 + B27 + FGF2 + EGF

AW DN -

Pted praci média nepiedehiivame ve vodni lazni. Po vytdhnuti z ledni¢ky a po dobu asi 1 hodiny

nechdme vytemperovat na laboratorni teplotu.

3.4.2 lzolace NKB

Pro izolaci neuralnich kmenovych bunék byly pouzity 13,5denni mysi embrya, 2denni a 7denni
mysi.

Pro izolaci NKB z 13,5dennich mySich embryi.

My§ pomoci etheru uspime, opatrné otevieme dutinu bfiSni a odebereme embrya
I S embryonalnimi obaly a umistime je do roztoku pro transport (DPBS s ATB) na led. Piejdeme

do sterilni laboratofe a postupné pod stereomikroskopem odstranime mozkové obaly

a vypreparujeme mozek.

Pro izolaci NKB z 2dennich a 7dennich mysi.

Mys uspime pomoci etheru a dekapitujeme. Odstranime kliZi a veSkeré mozkové obaly a mozek
vlozime do transportniho roztoku (DPBS s ATB) na led. Takto vypreparovanou tkan pieneseme
do sterilni laboratofe a pod stereomikroskopem odebereme oblast postranni komory se SEZ

a provedeme vytez pro zhotoveni imunohistochemickych kryotezi.
Dale je postup izolace NKB z mozkové tkané stejny pro vSechny nami vyuzivané zdroje bunek.

Nerovou tkan vlozime do sklenéného tlouc¢ku a snazime se ji co nejvice rozmélnit. Pfidame
1 ml akutdzy a nechame inkubovat 3-5 minut pifi laboratorni teploté. Takto vytvofenou
bunécnou suspenzi preneseme do ¢tyinasobku kultivacniho média pro NKB a ptefiltrujeme pies

filtr (40 um). Suspenzi preneseme do centrifugac¢ni zkumavky a centrifugujeme 5 minut pti

55



2500 rpm. Odstranime supernatant, nechame 1 ml na dné, pofadné rozmichame bunécny pelet

a bunky spocitame (viz 3.4.7).

Buiiky nasazujeme na nové 6-jamkové destiCky s hustotou 20 000 bunék/ml. Médium

dopliiujeme az do vytvofeni prvnich neurosfér. Kultivace probihd v podminkach: 5% COg,

37 °C a 90% vlhkost.

3.4.3 Kultivace NKB formou neurosfér
Neuralni kmenové buiiky byly kultivovany v 6-jamkovych destickach s 2 ml média na jamku

a 96-jamkovych destickach s 200 pl média na jamku.

Kultivace NKB izolovanych z 13,5denniho embrya.

Bunky byly kultivovany na 6-jamkovych a 96-jamkovych destickach v médiu DMEM/F12
+B27 + ITS + EGF a FGF2 (pfesné slozeni viz 3.4.1). Pasazovani probihalo podle morfologie
tvotenych neurosfér ptiblizné jednou tydné, dle potteby bylo ptidano cerstvé médium. Pfiprvni
pasazi byly buiiky rozdéleny na dvé€ ¢asti. Jedna byla ptefiltrovana pies sitko (40pum), druha ne.
Takto oddé€lené ¢asti byly kultivovany zvlast' ve stejném médiu. Pti kazdém pasazovani byla

dodrzovana filtrace jen jedné ¢asti bunék.

Kultivace NKB izolovanych z 2dennich a 7dennich mysi.
Pro kultivaci byly pfipraveny Ctyfi 6-jamkové desticky, v kazdé probihala kultivace s jinym
slozenim média. Byla pouzita zakladni média DMEM/F12 + B27 a DMEM/F12 + N2.

Pro ptehlednost byly vSechny kultiva¢ni desticky fadn€ popsany, a to typem bunék c¢islem
pasaze, typem média a datem nasazeni bun€k na desticku. Kultivace NKB probihala s hustotou

nasazovanych bun€k 20 000 bunék na 1 ml média, pti 37 °C s 5 % COz a pti 90% vlhkosti.

Buiiky byly pasazovany (viz 3.4.6) podle morfologie tvoienych neurosfér, cca jednou tydné.

Dle potieby bylo pfidano ¢erstvé médium.

3.4.4 Rozmrazeni NKB

Bunky uchovavané v tekutém dusiku pii -196 °C mohou byt pii potiebé dalsi prace rozmrazeny.

V zamrazovacim médiu je obsaZen roztok DMSO (dimethylsulfoxid), ktery miize poskozovat

buiiky, proto rozmrazovani bun€k vyzaduje rychlé zachazeni.

Do sterilni centrifuga¢ni zkumavky si pfichystdime 9 ml média, pro nasledné nafedéni
rozmrazené bunécné suspenze. Kryozkumavku rozmrazujeme ve vodni lazni cca 2 minuty, pro

zrychleni rozmrazeni mizeme obsah zkumavky promichat lehkym protfepanim. Poté ihned
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kryozkumavku sterilné pieneseme do flow-boxu a dany 1 ml bunééné suspenze rozmichdme
Vv jiz ptipravenych 9 ml média. Kryozkumavku pak jest€¢ mizu vyplachnout trochou média
(ztech 9 ml). Centrifugujeme 5 minut pii 2000 rpm, odstranime veskery supernatant
a k buné¢nému peletu pfidame 1 ml média. Buiiky pofadné promichame pipetou. Piidame
objem média podle zvolené kultivaéni nadoby rozmichdme, podle potieby piidame

komponenty a pfeneseme do kultiva¢ni nadoby.

3.4.5 Kryokonzervace NKB

Bunky zamrazujeme pro ulozeni zadsob buné€k, pro pteruseni prace apod. Bunky zamrazujeme
po paséazi a nejlépe spoéitané. Do jedné kryozkumavky davame cca 1 — 2 X 10° bunék na 1 ml
zamrazovaciho média. Do kryozkumavek napipetujeme 100 pl bunék + 900 ul DMSO —
zamrazovaci médium. Bunécna suspenze musi byt dostate¢n¢ promichéna tak, aby se netvoftily
shluky bun€k. Naplnéné kryozkumavky zamrazujeme postupné. Nejprve je vlozime do
vytemperovaného chladici blo¢ek pro udrzeni teploty (cooler) a takto se vlozi do mrazaku
(-20 °C), po dvou hodinach se kryozkumavky pienesou do kryocentra (-80 °C), kde se nechaji
do druhého dne. Dalsi den se kryozkumavky ptesunou do tekutého dusiku (-196 °C), kde
mohou byt skladovéany i1 n¢kolik let.

3.4.6 Pasazovani NKB

Do centrifugacni zkumavky z kultivaéni desti¢ky odsajeme veskeré médium i s neurosférami
abuniky centrifugujeme pti 2500 rpm 5 minut. Supernatant odstranime a bunéény pelet
resuspendujeme v 1 ml akutazy (buiky 3x promichdme pipetou) a nechame 5 minut inkubovat
za laboratorni teploty. Po inkubaci pfidame 4-6 ml nového média a opét centrifugujeme 5 minut
pti 2500 rpm. Opét odstranime supernatant a pfiddme 1 ml média. Pfi prvnim pasdZovani
ptidavame jesté 1 ml média a polovinu bunék (tj. 1 ml) piesejeme pies bunééné sitko (40 pm)
do nové centrifugaéni zkumavky. Buinky v obou zkumavkach spocitime a kultivujeme

Vv riiznych jamkach. Nasledné zpracovavame disociované a nedisociované buiiky oddélené.

Na novou kultivaéni desticku nasadime bunky s hustotou 20 000 bun¢k/1 ml média, pfipiSeme

pasaz a znovu kultivujeme.

3.4.7 Pocitani a nasazeni bun¢k
Bunky pocitame pii pasazovani. VSechny buiiky i s médiem centrifugujeme pii 2000 rpm NKB
(1000 rpm EKB). Odebereme supernatant a bunky resuspendujeme v 1 ml kultivaéniho média.

Do mikrozkumavky si pfipravime Trypanovou modf, ve které bunky fedime 9:1, tj. 90 pl
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Trypanové modii + 10 ul bunécné suspenze. Trypanova modi obarvi mrtvé buitkky na modro,

pocitame jen bunky svétlé, které jsou zivé.

Pod mikroskopem prohlizime 10 pl smési v Biirkerové komurce (zvétSeni 10x). Poc¢itame pét

velkych ¢tvercti viz nahled v Obr. 12.
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Obr. 12 — Schéma Biirkerovy komiirky [82].
V komtrce pocitame pét velkych ¢tvercli, na obrazku oznacenych ¢Cisly 1, 3, 5, 7 a 9. Pocet

spocitanych bungk si poznacime a dosadime do vztahu.

> bunék X redéni x 1000
pocet pocitanych ctverca X 0,1

pocet bunékv 1 ml =

napfr.

250 x 10 x 1000
5x%x0,1

pocet bunék v1ml = = 5000 000 bunék/1ml

Pokud chceme nasadit 20 000 bunék/1ml na novou kultivaéni desticku, pouZijeme pro vypocet

objemu bunécné suspenze trojclenku. Do jedné jamky 6-jamkové destiCky ddvame 2 ml média.
To nés vede k vypoctu:

20 000 bunék ... ... oo v v vee e . 1ml
5000000 bunék ... ... .o v coe vee eee e x MU

x = 0,004 ml = 4 ul bunécné suspenze na 1 ml média

Pro nasazeni bun¢k na jednu jamku 6-jamkové desticky potfebujeme 2 ml média. Smichame

tedy 8 ul nasi bunééné suspenze a 1992 pl média.

Princip pocitani ostatnich bun¢k stejny.
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3.5 Embryonalni kmenové bunky
Veskera prace sembryonalnimi kmenovymi builkkami, vcetné¢ piipravy médii probiha

V laminarnim boxu.

3.5.1 Kultivace mysich embryonalnich kmenovych bun¢k

Pro kultivaci mEKB jako monolayeru potdhneme dno kultivaéni desticky 0,1% Zelatinou.

3.5.1.1 Ptiprava 0,1% zelatiny

Na laboratornich vahach navazime 0,1 g zelatiny a preneseme ji do sklenéné lahve, kde ji
rozmichame ve 100 ml redestilované vody. Zelatinu nechame hodinu bobtnat za ob&asného
promichani, aby neztstala na dn¢ nadoby. Poté ji vysterilizujeme v autoklavu pii 120 °C po
dobu 30 min (nechivdime mirn€ pooteviené vicko). Sterilizovanou Zzelatinu nechdme
vychladnout (vicko uzavirdme pii vytdhnuti z autoklavu). Takto pfipravenou Zzelatinu

skladujeme pii 4 °C.
Pted pouZitim sterilni zelatiny nechame vytemperovat na laboratorni teplotu.

Kultiva¢ni 6-jamkovou desticku pied kultivaci potahujeme 0,1% zelatinou, 1,5 ml
zelatiny / 1 jamka. Inkubujeme v inkubatoru (37°C) po dobu asi 2 hodin. Poté opatrné odsajeme
zbylou Zelatinu a nechame vysu$it (vSe v laminarnim boxu). Po vyschnuti je desticka

pfipravena k pouZiti.

mEKB D3 kultivujeme na potazenych 6 a 12-jamkovych destickach 0,1% zelatinou
vV kompletnim 2i médiu (Tab. 6). Kultivace mEKB D3 probiha s hustotou nasazeni bunék
200 000 bunék / 1 ml média pii 37 °C s 5 % CO2a v 90% vlhkosti. Pro pfehlednost byly vSechny

kultivaéni desticky fadné oznaceny.

Médium je tfteba ménit kazdy den. Vymeéna zahrnuje opatrné odsati starého média s mrtvymi,
plovoucimi bunikami, bez toho, aniz bychom se dotkli $pickou dna jamky (vrstva bun¢k by se
mohla odchlipnout) a velmi pomalé pfidani Cerstvého 2i média. Builky rostou adherentné do

konfluence asi 80% piiblizné dva az tfi dny. Poté je tieba bufiky zpasaZzovat.
p y J Yy zp

3.5.1.2 Ptiprava média pro kultivaci mEKB (21 médium)

Nejprve bylo pfipraveno serum free ES medium — SFES (Tab. 5), které tvoii zaklad
kompletniho 2i média pro kultivaci mysich embryonalnich kmenovych bunék linie D3.
Kompletni médium 2i (Tab. 6) bylo pfipraveno do lahve na médium a pfefiltrovano pomoci

injekeni stiikacky s filtrem (0,22 um).
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Tab. 5 — Slozeni sérum free ES média.

Slozka Mnozstvi
Neurobazalni médium 100 ml
DMEM/F12 médium 100 ml

N2 suplement 1mil
B27 (+RA) suplement 2ml
BSA frakce V (7,5% roztok) 1332 ul

Tab. 6 — Slozeni kompletniho 2i média.

Slozka Finalni koncentrace MnozZstvi
SFES médium 1X 50 ml
PD0325901 (10 mM) 1uM S5ul
CHIR99021 (10 mM) 3uM 15 ul
Monothioglycerol (11,9 M) 0,15 mM 0,63 nul
LIF (108 U/mg) 1000 U/mg 0,5 ul

3.5.2 Pasézovani mySich embryonalnich kmenovych bunék

KdyZ bunky narostou do cca 80% konfluence, je tieba provést jejich pasazovani. Opatrné
odsajeme staré médium s plovoucimi odumielymi buiikami a nahradime jej 0,5 ml
akutazy / jamku (6-jamkova desticka); nechame 5 minut inkubovat pii laboratorni teploté. Pro
zastaveni aktivity akutdzy ptidavame 2,5 ml SFES média a centrifugujeme pfi 1000 rpm
5 minut. Odsajeme supernatant a buiiky resuspenzujeme v 1 ml SFES, spoc¢itame. Nasazujeme

200 000 bungk / 1 ml 21 média.

3.5.3 Rozmrazeni a kryokonzervace mysich embryonalnich kmenovych bunék
Postup pii rozmrazovani i kryokonzervaci je podobny jako u NKB (viz 3.4.4 a 3.4.5), jen

centrifugujeme rychlosti 1000 rpm a pouzivame médium, ve kterém budeme bunky kultivovat.

3.5.4 Diferenciace embryonalnich kmenovych bun¢k

3.5.4.1 Diferenciace mEKB formou agregati

mEKB D3 buriky byly kultivovany v 2i médiu (9 jamek potazenych 0,1% Zelatinou), po 4 dnech
se tvoti agregaty podobné embryoidnim téliskiim. Z téchto jamek byly odebrany tfi a presazeny
na novou 12-jamkovou desticku taktéZ potazenou 0,1% Zelatinou a bylo pfidano diferencia¢ni
médium s fetalnim bovinnim sérem, glutaminem a LIF (viz Tab. 7). Dalsi tfi jamky byly
pfesazeny na 12-jamkovou desticku potazenou 0,1% zelatinou a pfidano 2i médium (Tab. 6).

Zbytek zistal na piivodni desticce pro dalsi kultivaci. Médium ménime kazdy den.
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Po dvou dnech kultivace piesazenych bunék na 12-jamkovych destickach (2i médium
/diferenciacni médium se sérem) byly bunky ovlivnény Kyselinou retinovou o koncentraci
0,1 mM, 1 mMa5mM.

Po 24 hodinach kultivace s kyselinou retinovou (RA) bylo médium vyménéno za Cisté
2i médium, popf. diferenciac¢ni médium se sérem (1 ml/jamka). Bunky byly dale kultivovany,

médium ménime kazdy druhy den a pozorujeme morfologické zmény.

Na doporuceni konzultanta bylo desaty den kultivace vyménéno diferenciacni médium se sérem

na N2B27 médium (Tab. 8).

Tab. 7 — Slozeni diferenciacniho média se sérem.

Slozka Finalni koncentrace MnozZstvi
DMEM (+ glukdza (4,5 g/l), — pyruvat sodny) 1X 50 mi
L-gutamin 4 mM 1mi
FBS 20 % (v/v) 10 ml
LIF 1000 U/ml 0,5 ul

Tab. 8 — Slozeni N2B27 média.

Slozka MnoZstvi
DMEM/F12 96,4 ml
B27 suplement (50X) 1000 pl
N2 suplement (100X) 500 pl
B-merkaptoetanol (100 mM) 200 pl
MEM neesencialni aminokyseliny (100X) 500 pl
L-glutamin (200 mM) 250 pl
Penicilin/Strepromycin 1000 pl

3.5.5 Diferenciace MEKB s naslednou gRT-PCR analyzou

Mysi embryondlni kmenové bunky linie D3 byly rozmrazeny a kultivovany v 6-jamkové
desti¢ce potazené 0,1% zelatinou v kultivaénim médiu s BMP4 a LIF (Tab. 9). Po dvou dnech
kultivace byly buniky zpasazovany pouzitim TrypLE (10 minut, laboratorni teplota) a nasazeny
do 6 jamek na novou 12-jamkovou desticku potazenou 0,1% zelatinou v hustot¢ 30 000
bunck/ml. Takto nasazené buiniky byly 24 hodin kultivovany v BMP4 médiu. Nasledné byly
bunky diferencovany v médiu v ptitomnosti LIF (Tab. 10) a bez pfitomnosti LIF (Tab. 11),
oboji s absenci BMP4. Diferenciace probihala po dobu Sesti dnli a kazdy den bylo bunikdm
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ménéno médium. VSechna média byla pfi pfiprave prefiltrovana pomoci injekéni stiikacky

s filtrem (0,22 um).

Po Sesti dnech diferenciace byly bunky zpasazovany pomoci TrypLE a lyzovany pouzitim

500 ul roztoku TRI Reagent®. Z takto ptipraveného vzorku izolujeme RNA pro analyzu

exprese vybranych genti metodou qRT-PCR.

Tab. 9 — Slozeni kultivacniho BMP4 média.

Slozka MnoZzstvi
DMEM/F12 25 ml
B27 suplement (50X) 500 pl
N2 suplement (100X) 250 pl
B-Merkaptoethanol (100 mM) 25 pl
MEM neesencialni aminokyseliny (100X) 250 pl
BSA frakce V (7,5%) 167 pl
LIF (1000 U/ml, 100X) 250 pl
BMP4 25 pl
Penicilin/Streptomycin 250 pl
Tab. 10 - SloZeni diferenciacniho média s LIF.
Slozka Mnozstvi
DMEM/F12 25 ml
B27 suplement (50X) 500 pl
N2 suplement (100X) 250 pl
B-Merkaptoethanol (100 mM) 25 pl
MEM neesencialni aminokyseliny (100X) 250 pl
BSA frakce V (7,5%) 167 pl
LIF (1000 U/ml, 100X) 250 pl
Penicilin/Streptomycin 250 pl
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Tab. 11 — Slozeni diferenciacniho média bez LIF.

Slozka MnoZzstvi
DMEM/F12 50 ml
B27 suplement (50X) 1000 pl
N2 suplement (100X) 500 pl
2-Merkaptoetanol (100 mM) 50 pl
MEM neesencialni aminokyseliny (100X) 500 pl
BSA frakce V (7,5%) 335 ul
Penicilin/Streptomycin 500 ul

3.5.5.1 lzolace RNA
Pro izolaci RNA lyzované bunky purifikujeme pouzitim izola¢ni soupravy (Direct-Zol™ RNA
MiniPrep). S kazdym vzorkem pracujeme zvlast. VSechny zkumavky fadné€ popisujeme, aby

nedoslo k zdmén¢ vzorkll. Pracujeme velmi opatrné, abychom vzorky nekontaminovali.

K lyzatim piidavame 500 pul etanolu (pouzivame 100% etanol, ¢isty na nukleazy) a opatrné
promichame. Takto pfipravené vzorky pfenasime na kolonky (Zymo-Spin™ [IC Column)
ptipravené ve sbérnych zkumavkach a centrifugujeme 30 s pii 16 000 g, roztok zachyceny ve
sbérné zkumavce vylijeme. Kolonky pifevedeme do novych sbérnych zkumavek a pfidame
400 ul RNA promyvaciho pufru, sto¢ime (16 000 g, 30 s), roztok vylijeme. Pro zabranéni
kontaminace genomovou DNA vzorky oSetfime DNazou 1. Do ¢isté zkumavky napipetujeme
5ul DNazy 1. a 75 pl pufru pro $tépeni DNA a promichame. Takto pfipraveny roztok
pfeneseme na kolonku a inkubujeme 15 minut pfi laboratorni teploté. Po inkubaci pfiddme do
kolonky 400 ul Direct-Zol™ RNA PreWash, centrifugujeme (16 000 g, 30 s), roztok odlejeme
a promyti zopakujeme. Dale kolonku promyjeme 700 pul RNA promyvacim pufrem
a centrifugujeme 2 minuty pii 16 000 g, aby se zajistilo uplné odstranéni pufru. Kolonky
premistime do novych RNase free sbérmych zkumavek a eluujeme RNA pfidanim 50 pl

NF vody (Nuclease Free water) na kolonku. Centrifugujeme 30 s pii 16 000 g.
Ziskany vzorek RNA je, co nejdiive vyuZit pro syntézu cDNA a zbyvajici RNA je uloZena pfi

-80 °C.

3.5.5.2 Syntéza cDNA
Pro piepis mRNA do DNA vyuzijeme syntézu komplementarni DNA (cDNA) v reakci
katalyzované enzymem reverzni transkriptazou. Expresi vybranych genli néasledné

kvantifikujeme pomoci qRT-PCR.
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Pred syntézou cDNA ovéfime Cistotu a koncentraci vyizolované RNA pouzitim

mikrospektrofotometru. Pro méfeni vyuzivame jen 2,5 pl vzorku, jako blank slouzi NF voda.

Pro syntézu cDNA je tfeba pfipravit vzorek obsahujici reagencie pro syntézu cDNA
aizolovanou RNA. Celkové bude mit ptipraveny vzorek pro syntézu cDNA 20 pl; 10 ul
vyizolované RNA o koncentraci 500 ng/ul + 10 ul smési reagencii pro syntézu cDNA (Tab.
12).

Pii ovéfovani Cistoty vyizolované RNA ve vzorcich byla stanovena koncentrace RNA ve

vzorku. Roztoky RNA byly nafedény pomoci NF vody na koncentraci 500 ng / ul.

Tab. 12 — Reagencie pro syntézu cDNA.

Reagencie Objemy pro jeden vzorek (10 ul)
10X RT pufr 2 ul
25X dNTP (deoxynukleotidy; 100 mM) 0,8 ul
10X RT primer (specificky pro mRNA) 2 ul
MultiScribe reverzni transkriptaza 1ul
NF voda 4,2 ul

Takto piipravené reakéni smési (0 objemu 20 pl; vzorek RNA + reagencie) jsou vloZzeny do

PCR cykleru, kde je cDNA syntetizovana dle nami nastavenych parametra (Tab. 13).

Tab. 13 — Jednotlivé kroky syntézy cDNA.

Krok Teplota Doba trvani kroku
1. 25°C 10 min.
2. 37°C 120 min.
3. 85°C 5 min.
4. 12°C 0

Ziskané vzorky amlplifikované cDNA jsou vyuZivany pro hodnoceni exprese vybranych
antigentt metodou real time PCR. Jako kontrolni vzorek je vyuzivana c¢cDNA z bunék

kultivovanych v BMP4 médiu.

3.5.5.3 gRT-PCR vybranych markert diferencovanych mEKB

Analyza genové exprese byla provedena pro sedm nasledujicich gent: Pou5fl (Oct4), Sox2,
Nanog, Sox1, Ccdc141, Pax6 a Nestin. Pro kvantifikaci vyuzivame SYBR green v pfitomnosti
primerti o koncentraci 400 nM. Objem reakéni smési je 15 pl. Jako vnitini kontrolu genové

exprese vyuzivame B-aktin (referencni gen).
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Natfedéné primery promichame s roztokem Light Cycler 480 SYBR Green | master mix
(Taq DNA polymeraza a barvivo SYBR green I pro dvoutetézcovou DNA). Do 96-jamkové
desti¢ky pro PCR napipetujeme roztok reagencii a nafedény vzorek 10 ng cDNA (viz pipetovaci
schéma Tab. 14). Vzorky fedime pro nafedéni a snizeni koncentrace piimési reakénich
komponent z piedeslé syntézy cDNA natolik aby neznehodnocovaly nadchazejici QRT-PCR.

Data jsou reprezentovana jako standartni chyba priméru technickych triplikata.

Tab. 14 — Pipetovaci schéma.

BMP4 LIF+ LIF- BMP4 LIF+ LIF- BMP4 | LIF+ | LIF- | BMP4 LIF+ LIF-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | B-aktin B-aktin B-aktin | Pou5fl = Pou5fl @ Pou5fl | Sox2 | Sox2 | Sox2 | Nanog & Nanog | Nanog

B | B-aktin B-aktin B-aktin | Pou5fl = Pou5fl @ Pou5fl | Sox2 | Sox2 | Sox2 | Nanog & Nanog | Nanog

C | p-aktin B-aktin B-aktin | Pou5fl = Pou5fl @ Pou5fl | Sox2 | Sox2 | Sox2 | Nanog & Nanog | Nanog

D | Ccdcl141 | Ccdcl4l | Ccdcl4l | Soxl Sox1 Sox1 Pax6 @ Pax6 | Pax6 | Nestin | Nestin | Nestin

E | Ccdc141l | Ccdcl41l | Ccdcl41l | Sox1 Sox1 Sox1 Pax6 @ Pax6 | Pax6 | Nestin | Nestin | Nestin

F | Ccdcl4l | Ccdcl4l | Ccdcl4l | Sox1 Sox1 Sox1 Pax6 @ Pax6 | Pax6 | Nestin | Nestin | Nestin

Jakmile dopipetujeme posledni vzorek desticku shora piikryjeme samolepici kryci folii
a snazime se desticku co nejlépe utésnit, abychom minimalizovali odpafovani. Desticku

centrifugujeme, aby reak¢ni smés klesla na dno jamicek (3000 rpm, 2 minuty).

Kvantitativni RT-PCR byla provedena na pfistroji BioRad CFX96 Touch podle nasledujiciho

programu (Tab. 15).
Tab. 15 — Program gRT-PCR.

Krok Teplota Doba trvani kroku
1. 95 °C 5 min.
2 95 °C 10s
Opakovani 3 60 °C 20s
40x
4, 72 °C 30s
5 65 -95°C ZaveéreCna extenze

Vysledky jsou znazornény pomoci grafu, ktery odpovida ACT (cycle treshold) hodnotam

kazdého genu pro dany vzorek.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Vysledky a diskuze imunohistochemickych metod

V této praci budou vysledky prezentovany na zakladé imunohistochemickych metod a kultivace
bunék s jejich naslednou fenotypizaci. Imunodetekce umoznuje identifikovat bunééné typy
pomoci jejich rozdilné antigenni vybavy. MoZnost vizualizace struktur tkané pomoci
obarvenych fezi je vyhodou této metody, muze se ale stat, Ze béhem barveni zabarvime
I pozadi. Tomu se snazime ptedejit dodrzovanim ¢asii inkubace s protilatkami, blokovanim

endogenni peroxiddzy nebo volbou odpovidajiciho detekéniho systému.

Pro antigeny s enzymatickym znazornénim jsme vyuzili tfistupniovou metodu LSAB, ktera
umoznuje vyrazné zesileni specifického signalu. Pro pouziti v konvenénim svételném
mikroskopu jsme volili imunoperoxidazovou detekci, kterd vyzaduje zablokovat aktivitu
endogenni peroxidazy, abychom ptedesli faleSné pozitivité. Detekce specifickych markera ve
tkani fixované formalinem (v odparafinovanych fezech) vyzaduje provést odmaskovani

antigenu (antigen retrieval).

4.1.1 Prikaz specifickych marker neuralnich bun¢k v mozku potkana

Dospéla neurogeneze probihd Vv subependymdlni zoné postrannich mozkovych komor
aVvsubgranularni zéné gyrus dentatus. Imunohistochemickym barvenim Vv této praci
prokazujeme neurdlni markery bunck subependymdalni zo6ny. NaSimi vzorky pro
imunohistochemii jsou fezy mozkem potkana, zpracovavany a barveny metodami popsanymi
vyse. Pro pozorovani SEZ byly vybrany nasledujici markery: glidlni fibrilarni kysely protein
(GFAP), adhezni molekula neuralnich bun¢k (NCAM), doublecortin (DCX) a jaderny antigen
proliferujicich bun¢k (PCNA).

Exprese intermediarniho filamenta GFAP ve zralych astrocytech [83] je detekovana pomoci
tiistupiové LSAB metody. Neuralni progenitorové bunky dospélych jedincti jsou podobné
astrocytiim, které jsou pozitivni na GFAP, ale v nékterych stadiach vyvoje jsou schopny se
diferencovat v neurony [84]. Proto byl tento marker vyuzit pro spolehlivé sledovani tél
I vybézki astrocytarnich bunék rozptylenych napii¢ celou mozkovou tkani [85]. Pozorované
intenzivnéj$i zbarveni lemujici povrch bo¢ni mozkové komory potvrzuje podil astrocytd na
stavbé subependymalni zony (Obr. 13). V SEZ astrocyty tvoii podpturnou vrstvu, niché
proliferujicich NKB a jejich progenitort, a svymi vybézky je obklopuji [8]. Zvysena intenzita
GFAP byla pozorovana i na povrchu mozkovych cév véetné krevnich kapilar (Obr. 13 — C).

Vybézky astroglii obaluji kapilary v CNS a tvoii ¢ast membrana limitans gliae perivascularis,
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tj. ohraniCujici perivaskularni gliovou membranu, kterd je jednou z nezbytnych komponent

hematoencefalické bariéry [86, 87].

Obr. 13 — Imunohistochemicky pritkaz GFAP v korondrnim fezu mozkem potkana.

A — Intenzivni hnédé zbarveni V mozkové tkdni zndazorinuje uspordaddani astrocytit napric mozkovou tkani. Specificky
(hnéde) jsou zbarvena téla i vybezky astroglii. Ve vyrezu pozorujeme tmavé zbarvené astrocyty v SEZ. Zvétseni
10x. B — Vyrez z A. Intenzivné zbarvena téla astrocytii ukazuji rozmisténi SEZ (Sipky) lemujici povrch lateralni
mozkové komory. Hvézdicka (*) oznacuje misto vycestovani neuroblastii ze SEZ do RMS. Zvétseni 20x. C —
Znazornéni perivaskuldrni membrany tvorené vybézky astrocytit ohranic¢ujici mozkovou krevni cévu (oznaceno

Sipkami). Zvétseni 40x.
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NKB nebo primarni progenitory s radidlni morfologii exprimujici glidlni markery, jako
je GFAP se diferencuji na nasledné progenitory, které jiz radialni morfologii nevykazuji
a exprimuji pouze neuronalni markery véetné NCAM a doublecortinu (DCX) [84]. Proto
nasledné v SEZ pozorujeme expresi adhezni molekuly neuralnich bunék (NCAM) a DCX.

NCAM, adhezivni molekula neurdlnich buné¢k, je exprimovana na povrchu vétSiny bunck
nervového systému [88]. NCAM je vysoce exprimovan v nové vzniklych neuronovych
prekurzorech (neuroblastech) obsazenych v SEZ, které nasledné migruji rostralnim migracnim

proudem do bulbus olfactorius [34, 89]. Tmavé zbarveni bunék v oblasti SEZ a jejich nasledné

vycestovavani potvrzuje pritomnost NCAM+ bunék v naSich vzorcich (Obr. 14).

Obr. 14 — Imunohistochemicky pritkaz NCAM v korondrnim rezu mozkem potkana

A — Ndhled na prechod SEZ v mozkovy parenchym. Tmavé zbarveni mozkové tkané poukazuje na pritomnost
NCAM+ bunék v celé oblasti mozkové tkane, voblasti SEZ je zbarveni intenzivnéjsi, intenzivni zbarveni
pozorujeme i v misté vycestovavani neuroblastii ze SEZ. Zvétseni 10x. B — Vyrez z A. Detail SEZ. Intenzivni

zbarveni skupin NCAM+ neuroblastii v SEZ. Zvétseni 20x.

Dals§im pozorovanym neuronalnim markerem je doublecortin (DCX). DCX je fosfoprotein
spojeny s mikrotubuly, exprimovan specificky v prakticky vSech migrujicich neuronovych
prekurzorech vyvijejici se CNS [90]. Béhem adultni neurogeneze exprese DCX zac¢ina, kdyz

jsou generovany neuroblasty a snizuje se s vyskytem zralého neuronalniho markeru NeuN [91].
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Nase vysledky barveni pro DCX+ bunky dokladaji pozitivitu doubecortinu v SEZ (Obr. 15).
To odpovida obecnym tvrzenim, ze je DCX generovan neuroblasty. Data skupiny Couillard-

Despress a kol. navic potvrzuji DCX jako spolehlivy a specificky marker, ktery odrazi tiroven

adultni neurogeneze dospélych a jeji modulaci [92].

ho
i

e

Obr. 15 — Imunohistochemicky prikaz DCX v fezu mozkem dospélé mysi.

A — Tmavé zbarveni v oblasti SEZ odpovidajici DCX+ burikdam poukazuje na vyskyt neuroblastii v dané neurogenni

zone. Zvetseni 10x. B — Vyrez z A. Detail na DCX+ oblast SEZ. Zveétseni 20x.

Poslednim markerem sledovanym imunohistochemicky v SEZ mysiho mozku je PCNA.
PCNA, jaderny antigen proliferujicich bungk, je nezbytny pro bunééné déleni a identifikuje
nedavno rozdélené bunky v mozku zvirat. PCNA marker je vyuzivan ve studiich, kde dochazi
K bunéénému déleni tak rychle, Ze by tradi¢ni markery byly zfedény, a nemohly byt detekovany.
Pozitivita bunék na PCNA byla nalezena napf. ve specifickych centrech dospélého hypotalamu
prasat [93]. PCNA pozitivni jadra byla pfilezitostné nalezena v SEZ, pravdépodobné jak

neuroblastii, délicich se progenitorovych/kmenovych bunék, tak podptrnych gliovych bun¢k
(Obr. 16).
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Obr. 16 — Imunohistochemicky pritkaz PCNA v fezu mozkem dospélé mysi.
Néhled na mysi dospélou SEZ s buitkami pozitivnimi na PCNA. Sipkami oznacené casti SEZ zobrazujici PCNA+
bunécna jadra proliferujicich bunék. Casté nakupeni drobnych pozitivnich bunék je typické pro neuroblasty.

Zveétseni 10x.

Vysledky imunohistochemickych prikazii ndmi vybranych antigenii ukazuji subependymalni
zonu jako oblast obsahujici heterogenni populaci bun¢k. Ve sledované SEZ fezii mozku
mysSi/potkant detekujeme bunky astrocytarni povahy, prekurzory neuront, ale i buiky pravé
proliferujici kmenové ¢i progenitorové buitky. Komplexnim pohledem na vSechny vysledky

mizeme vyvodit zaveér, Ze tyto znaky SEZ dokladaji jeji neurogenni aktivitu.
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4.2 Vysledky kultivace NKB a diskuze

Kultivace reprezentuje in vitro péstovani zivych bunék s moznosti jejich pozorovani pomoci
mikroskopickych technik. Spravna kultivace umoziuje nejen piezivani bunék a uchovani jejich
fenotypu, ale ptipadné taky jejich proliferaci (az expanzi) ¢i diferenciaci. Builky kultivujeme
nékolika zpisoby napf. jako buné¢nou suspenzi tzv. neurosféry (neurosphere assay) [7] nebo
pfilehlé na dno kultiva¢ni nadobky, kdy buiiky tvofi monolayer. Kultivace neurosfér se vyuziva
K izolaci neuralnich kmenovych bun¢k z tkané CNS a k prikazu kritickych atributi proliferace,

rozsahlé sebeobnovy a produkci diferencovaného potomstva [59].

Neurosféry jsou klonalni struktury vytvofené in vitro z disociovanych primarnich tkani CNS.
Neurosféry typicky rostou jako plovouci trojrozmérné mnohobunééné utvary sestavajici se ze
stovek az desetitisicdi bunék a dosahujici priméru 300-400 um [94] (Obr. 17). Kdyz
je kultivacni nadobka opatfena adhezivnim povrchem neurosféry pfilnou ke dnu a bunky

z kulaté sféry odstfedivé migruji a diferencuji se na neuralni bunky [95].

Obr. 17 — Detail morfologie neurosfér.

Devaty den kultivace. Neurosféry maji kulaty tvar a pravidelné okraje. Zvétseni 10x.

J 4

Dle stafi mysiho embrya, ze kterého jsou NKB izolovany, mizeme piedpokladat, jaky typ
neurosfér se bude tvofit. Primitivnich neurosféry s SirSim diferenciacnim potencidlem nebo
definitivni, které nemaji diferencia¢ni potencial tak Siroky. Médium s piidavkem FGF2 a EGF
je vhodné pro tvoteni definitivnich neurosfér, naopak médium s ptidavkem LIF je vhodné pro

tvorbu neurosfér primitivnich [14, 16].
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Cilem prace s NKB byla izolace NKB z mozkti mysich embryi, namnozeni NKB tvorbou
neurosfér a jejich expanze. Izolovali jsme NKB z mozkt 13,5dennich embryi a kultivovali
je dle protokolu pro tvorbu neurosfér, tj. v bezsérovych podminkach s obsahem ristovych
faktort EGF a FGF2 pro jejich mitogenni a trofické vlastnosti. Po izolaci a naslednych péti
dnech kultivace se vytvotily drobné neurosféry, které béhem dalSich dvou dnii narostly tak, ze
byly na kultiva¢ni desti¢ce viditelné i pouhym okem, nasledné byly histologicky zpracovany

a obarveny hematoxylinem-eosinem (Obr. 18).

Obr. 18 — Histologicky rez kultivovanymi neurosférami.

Neurosféry s homogenni strukturou, kde se bunky nachdzi v podobném stadiu diferenciace. Nejvyssi bunécnou
denzitu vykazuji povrchové casti neurosfér, které maji nejlepsi pristup ke slozkam bunécného media, a kde se
vyskytuje nejvice kmenovych/progenitorovych bunék. Naopak centrdlni partie, které obsahuji méné bunék,
predstavuji mikroprostredi podporujici bunécnou diferenciaci. Sedmy den kultivace, barveni hematoxylin-eosin.

Zvetsent 40x.

Pro porovnani byly buiiky od izolace rozdéleny na dvé casti. Jedna byla vzdy pfi pasazi
prefiltrovéna, buiiky tak byly vice disociované a v kultufe se tvotily pfedevSim monoklonalni
neurosféry, zatimco druha nepftefiltrovana ¢ast, kde bunky tolik disociované nebyly a kultura
ma vysokou hustotu bunék, se tvoii smiSené polyklondlni neurosféry (filtrace ptes bunécné

sitko s velikosti pord 40 um).
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Na Obr. 19 pozorujeme nepatrné rozdily disociované a nedisociované kultury neurosfér.
V disociované kultufe se tvoii vice neurosfér, ale oproti nedisociované kultufe jsou mensi, coz
neurosfér dochazi K agregaci neurosfér a odumirani bunék uvnitié neurosfér (tmavé zbarveni
bun¢k). Buiky mohou umirat ptirozené, napt. populace diferencovanéjsich bun¢k, nebo diky

nedostatecném zasobovani bun¢k uvnitt neurosféry ristovymi faktory a zivinami z média.

Bull & Bartlett [96] byli schopni generovat multipotentni sféry z disociovaného hipokampu
dospélych mysi, ale tyto neurosféry byly schopny pouze omezené sebeobnovy ve formé velmi
malého mnozstvi sekundéarnich a terciarnich neurosfér. Ve srovnani s vysledky Marshalla,
Reynoldse a Laywella, ktefi izolovali NKB ze SEZ, kdy se neurosféry tvotily az 10 pasazi [95].
Je tak zfejmé, ze klony odvozené z hippokampu jsou rozdilné a nespliuji pozadavky pro
rozsahlou sebeobnovu. V nasem experimentu jsme izolované buiikky z oblasti laterdlnich
mozkovych komor kultivovali ve form¢ neurosfér deset pasazi, nasledné byly buiiky zamrazeny
a skladovany v -80 °C. Délka pasazovani tak podporuje vysledky Marshalla a kol.
Po rozmrazeni byla v kultufe nalezena kontaminace a s ohledem na ostatni buniky v laboratofi

byly bunky zlikvidovany.

Dale byly izolovany NKB z postnatdlnich KB, a to 2dennich a 7dennich mys$i. VétSina
nasazenych bun¢k byla kontaminovana. Ke kontaminaci pravdépodobné doslo pfi preparaci
mozkoveé tkdné z hlavy, pfi které vyvstava riziko pfeneseni bakterii osidlujici dutinu nosni
a ustni do média, v némz preparace probihd. Po tii tydenni kultivaci se v pouze jedné jamce
(7denni, médium DMEM/F12 + N2 suplement + EGF a FGF2) vytvofilo malé mnoZstvi

neurosfér. Po pasazi buniky neurosféry netvofily.

Z téchto technickych diivodil jsem se proto v dalsi praci zamétila na moZznost ziskani neuralnich
elementl z pluripotentnich kmenovych bun¢k, konkrétné jsem se vénovala diferenciaci mysich
embryonalnich kmenovych bunék a studiu vybranych faktort a signalnich cest ovliviiujicich

neurogenezi.
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Obr. 19 — Kultivace NKB formou neurosfér.

Fotodokumentace priibéhu kultivace NKB formou neurosfér v bezsérovém médiu v pritomnosti faktoru EGF a

FGF2 (NKB jsou izolovany z 13,5denniho embrya). A, C, E — Neurosféry tvorené z nedisociovanych bunék. B, D,
F — Neurosféry tvorené z disociovanych bunék. Zvétseni 4x.
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4.3 Vysledky kultivace a diferenciace EKB a diskuze

Pro kultivaci embryonalnich kmenovych bunék jsme vyuzivali bunécnou linii mEKB D3. Tato
linie byla poprvé izolovana ze ¢tyfdenni mysi blastocysty v roce 1985 [97]. Vyuzivané bunky
byly pted kultivaci hluboce zmrazeny v kapalném dusiku (-196 °C). Pozadované konfluence
kolem 80 %, pfi kultivaci v 6-jamkovych destickach, buiiky dosahovaly po pfiblizné sedmi
dnech. Pro udrzeni pluripotence a zamezeni spontanni diferenciace byly kultivovany
Vv pfitomnosti LIF na destickach potazenych 0,1% Zelatinou. Malé molekuly PD0325901
a CHIR99021 v médiu napomahaji k zamezeni rozsahlé bunécné smrti a k zachovani

pluripotence [98].

Diky potazeni dna kultiva¢nich desticek zelatinou bunky pfisedaji na dno a rostou ve formé

monolayeru (Obr. 20).

!

%

Obr. 20 — Kultivace mysich embryondlnich kmenovych bunék.
Bunécna linie mEKB linie D3 byla kultivovina v 2i kompletnim bezsérovém médiu pro kultivaci embryondlnich

bunék. Kultivacni desticka potazena 0,1% zelatinou, buriky rostou formou monolayeru, paty den kultivace. Zvétseni

10x.

Takto kultivované buiky dale vyuzivame pro neuralni diferenciaci formou agregati podobnych

embryoidnim téliskim.

75



Docileni neuralni diferenciace in vitro je mozné nékolika zpusoby. Jednim dobfe znamym je
diferenciace zprostiedkovana kyselinou retinovou (RA), kterd navdzanim na receptor RA na
jaderné membrané aktivuje signalni drahy k indukci neuralni diferenciace [99]. Pro diferenciaci
pomoci RA bylo zavedeno n¢kolik postuptl, z ¢ehoZ nejbéznéjsi je metoda -4 / +4 RA, ktera
zahrnuje Ctyfdenni tvorbu embryoidnich télisek (EB) pro aktivaci bun€k v diferencia¢nim
stavu, po nichz nasledu;ji ¢tyfi dny, kdy jsou buiiky oSetfeny kyselinou retinovou pro neuralni
indukci [100]. Modifikaci této metody je Kultivace embryoidnich télisek ve visicich kapkach
[101]. Dalsim postupem je piidani RA do monolayeru adherentni kultury mEKB [102].

Ackoli vyuziti RA pro diferenciaci je ¢asté, ma i své nevyhody naptiklad jeji Spatna rozpustnost
ve vodném roztoku a rychla degradace bunéénym metabolismem. Proto je pro pozadovanou
diferenciaci zapotiebi regulace koncentrace RA. Navic diky zaclenéni RA do jaderné
membrany, mohou mit vysoké koncentrace piidavané RA (>10 mM) za nasledek dramaticky

pokles zivotnosti bunék [103].

V této Casti prace jsme diferencovali mEKB tfemi metodami. Tvorbou embryoidnich télisek
s ptidavkem RA, tvorbou neuralnich cyst za vzniku neurdlnich trubic, taktéz pomoci RA
a pomoci kultivace v BMP4 médiu s naslednou diferenciaci v pfitomnosti LIF nebo jeho

nepiitomnosti.
Nize jsou zdokumentovany vysledky pokust o diferenciaci mEKB v neuralni bunky.

4.3.1 Neuralni diferenciace mEKB kyselinou retinovou

Postup pro generovani neurdlnich bun€k zahrnujici tvorbu embryoidnich télisek probihd ve
dvou krocich. Prvni fazi tvoii ¢tyfdenni kultivace mEKB (Tab. 7) s jejich shlukovanim do
embryoidnich télisek. V druhé fazi pak dochazi k presazeni télisek na Zelatinou potazené

desticky a k samotné diferenciaci pomoci ptidavku kyseliny retinové [104].

Vystaveni rostoucich embryoidnich télisek vysoké koncentraci RA vyrazné zvySuje rychlost
neurdlni diferenciace, zatimco nizké koncentrace RA indukuje vice mesodermdlnich bunék

[105]. Proto vyuzivame relativné vysoké koncentrace RA (0,1 — 5 mM).

Po trech dnech kultivace se bunky zacaly shlukovat, sedmy den tvofily trojrozmérné sféroidy
podobné embryoidnim téliskiim (Obr. 21). Takto vytvorené sféroidy byly piesazeny a byla
pfidana kyselina retinova Vv koncentracich 0,1 mM, 1 mM a 5 mM. Takto byly bunky dale
kultivovany, ptiblizn¢ dvakrat tydné bylo ménéno médium. S ovlivnénim RA sféroidy ptisedly

a zacaly z nich vycestovavat bunky. Po Sesti dnech bylo na doporuceni zménéno médium na
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N2B27 a po dalsich dvou dnech byla morfologie bun¢k v kultufe s 1 mM kyselinou retinovou

vyrazné zménéna, bunky zacaly vytvaret cytoplazmatické vybézky (Obr. 22).

Obr. 21 — Tvorba sféroidii podobnych embryoidnim téliskiim.
A — Shlukovani bunék, treti den kultivace. B — Sféroidy podobné embryoidnim téliskiim, sedmy den kultivace.

Zvetseni 10x.

Obr. 22 — Diferenciace mEKB D3, ovlivnénim 1mM Kkyselinou retinovou.

A — Druhy den diferenciace (diferenciacni médium pro EB), prisednuti EB. B — Osmy den diferenciace (druhy den
V N2B27 médiu). Bunky tvorici velké trojrozmérné shluky s cytoplazmatickymi vybézky obsahujici axony
nervovych bunék (oznacené #), podél kterych migruji dalsi bunky,; typickymi ndlezy jsou protahlé vybézky

(oznacené Sipkou) a heterogenni smés vydiferencovanych bunék. A-B — Zvétseni 10x.
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Agregaty V kulturach s 0,1 mM a 5 mM Kkyselinou retinovou také ptisedly, ale nezacaly se
diferencovat ani po zméné média, coz odporuje tvrzeni, ze s vyssi koncentraci RA se zrychluje
neuralni diferenciace [105]. Problémy s diferenciaci mohly byt ve v8ech kulturach spojeny se
Spatnou rozpustnosti kyseliny retinové v médiu, takze vyslednd koncentrace ovliviujici
chovani buné€k mohla byt znacné rozdilnd. Vliv zmény média na morfologii a diferenciaci
bun¢k mohl byt zptsoben ptitomnosti kyseliny retinové v N2 suplementu obsazeném v novém

médiu (N2B27 médium).

Pro potvrzeni neuralniho charakteru byl proveden imunocytochemicky prikaz nestinu, ktery je
kli¢ovym markerem exprimovanym nezralymi neuralnimi bunkami [94]. Obr. 23 potvrzuje

pozitivitu nami vydiferencovanych mysSich embryonalnich kmenovych bunék za indukce 1 mM

kyselinou retinovou.

Obr. 23 — Imunocytochemicky pritkaz nestinu.
Pritkaz nestinu pomoci dvojstupiiové metody (znaceni Cy3) v diferencovanych mysich embryonalnich kmenovych
bunkach. Diferenciace metodou tvorby embryondlnich telisek s pridavkem kyseliny retinové. Dvandcty den

diferenciace (Sesty den po vymene média na N2B27). Zvétseni 10x.
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4.3.2 Diferenciace mEKB smérem k neuroektodermu

Pro lep$i pochopeni ucinku leukemického inhibi¢niho faktoru (LIF) na neurogenezi, jsme
diferencovali mEKB D3 buné¢nou linii smérem k neuroektodermu. Pied vlastni diferenciaci
byly bunky kultivovany v médiu s LIF a BMP4. Po odstranéni BMP4 se buiiky postupné
diferencuji na neuralni kmenové bunky béhem Sesti dni v médiich obsahujicich LIF (LIF+)

nebo LIF neobsahujici (LIF-).

Kli¢, ze by LIF mohl byt zapojen do neuralni diferenciace EKB, vychazi ze skute¢nosti, ze
v podminkach kultivace s nizkou hustotou a bez séra byly identifikovany EKB s vlastnostmi

neuralnich progenitora [106].

Signalni draha LIF v CNS funguje synergicky s jinymi signalnimi drahami. LIF i BMP4
samostatné podporuji pluripotenci bunék. Protoze spoleénym pulsobenim dochazi
k synergickému ucinku a molekuly jsou tak u¢innéjsi [102], jsme pro kultivaci mEKB vyuzili

spojeni téchto dvou faktort.

Signalizace kostniho morfogenetického proteinu (BMP4) hraje klicovou roli pfi udrzovani
pluripotence mEKB a ma negativni vliv na jejich neuralni diferenciaci [107, 108], proto se tento

faktor vyuziva pro kultivaci a sebeobnovu mEKB.

LIF je schopen udrzovat EKB V pluripotentnim stavu prostfednictvim podpory sebeobnovy
nebo potlaceni diferenciace bunck. Je proto v laboratofich Siroce vyuzivan k udrZeni
pluripotence mEKB, zatimco jeho odebrani umoziuje diferenciaci mEKB do rtznych typt
bunék tii zarode¢nych vrstev [102, 109]. Navic bylo zjisténo, ze LIF neselektivné inhibuje
apoptdzu bunék a podporuje bunéénou proliferaci béhem neuralni diferenciace EKB [109]. Zda

se, ze aby EKB podstoupily tvorbu neuralnich bunék je piitomnost LIF v médiu nutna [106].

Nasledn¢ byla metodou kvantitativni RT-PCR analyzovana exprese vybranych markera
pluripotence a ¢asné neurogeneze. Pro dostate¢nou analyzu diferencovanych buné€k jsme
sledovali sedm gentl, mezi néz patii: Pou5fl (Oct4), Sox2 a Nanog jako markery pluripotence

a Sox1, Ccdcl141, Nestin a Pax6 jako markery ¢asné neurogenni diferenciace.

Jako markery pluripotence sledujeme napiiklad gen Pau5fl kodujici protein Oct4, jehoz
exprese je spojena s pluripotentnimi vlastnostmi kmenovych bun¢k a je zédkladnim faktorem
fidicim ¢asna stadia embryogeneze savct [110]. Mezi dalsi sledované pluripotentni markery
patii Sox2 (viz 1.2.5) a Nanog, ktery je nezbytny pro normalni vyvoj ¢asnych mySich embryi
a pro schopnost sebeobnovy mEKB [111].
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Sox1 je oproti Sox2 ve vyvoji exprimovan pozd¢ji, soucasné s tvorbou neuralni listy. Po
neuralni indukci je exprese Sox1 omezena na neuralni prekurzory podél celé anteroposteriorni
osy vyvijejiciho se embrya a nasledné na adultni NKB [112]. Dal§im markerem casné
neurogeneze je gen Ccdcl41, ktery hraje roli v migraci bunék po povrchu radialnich glii i ve
vyvoji nervového systému [113]. Nestin je exprimovan v definitivnich NKB, progenitorech,
radidlni gliich a ¢asnych prekurzorech jednotlivych linii neurdlnich bunék vcetné neuroblastt,
u nichz vSak s postupem diferenciace mizi tak, jak je nahrazovan jinym typem intermediarnich
filament, napt. vimentinem, GFAP a neurofilamenty. Pro NKB je nestin zakladnim proteinem
pro pieziti a pro schopnost sebeobnovy [114]. Poslednim sledovanym genem je Pax6. Pax6 je
transkrip¢ni faktor nezbytny pro vyvoj oka, mozku ale i slinivky bfisni. Jeho zvySena exprese

v mEKB podporuje diferenciaci bun¢k v neurony [115].

Sledovanim genové exprese téchto vybranych markerd pozorujeme rozdily mezi
diferencovanymi builkkami s pfitomnosti LIF, bez LIF a nediferencovanych bun¢k

kultivovanych v ptitomnosti BMP4 a LIF.

Pfed samotnou analyzou genové exprese pomoci qRT-PCR jsme mikrospektrofotometricky
analyzovali vzorky izolované RNA pro ovéfeni jejich Cistoty a koncentrace izolované RNA.
Cistotu vzorku nukleové kyseliny hodnotime z pomérii absorbanci pro dané skupiny latek.
Pomér absorbance pii 260 nm (nukleové kyseliny) a 280 nm (proteiny) vyjadiuje miru
kontaminace nukleové kyseliny proteiny. Cista RNA ma hodnotu poméru A260/A280 ~ 2, &ista
Dalsim parametrem je hodnota poméru A260/A230, kterym hodnotime miru kontaminace
reagenciemi. Svétlo pfi 230 nm totiz absorbuji slou¢eniny pouZzivané pii izolaci RNA nejcastéji
fenol a etanol. Proto pomér A260/A230 odrazi kontaminaci témito sloueninami a isty vzorek

nukleové kyseliny by mél mit hodnotu ~ 2,2 [117].
Spektrofotometrické ovétreni potvrdilo Cistotu izolované RNA v nasich vzorcich (Tab. 16).

Tab. 16 — Overeni cistoty vzorkii a stanoveni koncentrace izolované RNA.

Vzorek | A260/A280 A260/A230 Koncentrace
LIF + 1,96 2,22 1024 ng/ul
LIF - 1,97 2,24 938,9 ng/ul

Kvantifikace gRT-PCR je relativni. Porovnavali jsme mnozstvi fluorescence testovanych

vzorku a vnitiniho standardu (B-aktin).
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Graf 1 — Relativni normalizovand exprese sledovanych genii.

Kontrolni vzorek — BMP4. Vnitini standard (referencni gen) — f-aktin.

V grafu 1 vidime, ze v pfitomnosti LIF, maji buiky zvySenou expresi klicovych faktord
pluripotence Pou5fl (Oct4), Sox2 a Nanog, ve srovnani s kontrolnim vzorkem, bufikami
kultivovanymi v médiu s LIF a BMP4. Navic byla zvySena exprese detekovana i u €asnych
neurogenni markerd, tj. Sox1, Nestin, Pax6, coz potvrzuje tvrzeni He a kol. ve studii efektu LIF
na neurogenni diferenciaci EKB [109]. Nicméné u povrchového markeru Cdcc141 byla exprese
snizena. KdyZ jsme porovnali genovou expresi u diferencovanych bunék bez ptitomnosti LIF,
byla exprese zakladnich pluripotentnich markert oproti kontrole také zvysena, ale v burikach
kultivovanych bez pfitomnosti LIF mély casné neurdlni geny dvojnasobné vyssi expresi.
Zaveérem lze fici, ze LIF udrzuje expresi klicovych faktort pluripotence, aniz by branil nebo

dokonce inhiboval neuralni diferenciaci.
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S5 Zavér

Neurdlni kmenové bunky v dospelém mozku hlodavcl se vyskytuji v mistech nazyvanych
neurogenni zony. Mezi tyto oblasti patii subependymalni zéna lateralnich mozkovych komor,
subgranularni zoéna gyrus dentatus hipokampu a v hypotalamu v oblasti vystelky tieti mozkové
komory. Nové neurony mohou generovat NKB vyskytujici se v neurogennim niché téchto
oblasti, ale také embryondlni kmenové bunky S pluripotentnim potencidlem, které jsme

v praktické ¢asti diferencovali in vitro smérem k neuroektodermu.

Teoreticka Cast prace se zamétuje na popis neurogennich zén dospélého mozku jejich niché
a neuralnich kmenovych buné€k. Neuralni kmenové bunky jsou multipotentni KB s plasticitou
diferencia¢niho potencialu ovliviiovanou napftiklad jejich mikroprostiedim (dal§imi bunikami
i sekretovanymi latkami), kterym se prace také zabyva. Kapitola v€novana popisu neuralnich
kmenovych bunék se dale zamétuje na vyvoj téchto bunék a jejich progenitori, a jejich detekci

Vv tkanich pomoci specifickych markert.

Praktickd ¢ast zahrnuje imunohistochemické zpracovani fezli mozkovou tkani hlodavci,
pfesnéji oblasti subependymalni zony, kde pozorujeme expresi neurdlnich markeri, a to:
glialniho fibrildrniho proteinu (GFAP), adhezni molekuly neurdlnich bunék (NCAM),
doublecortinu (DCX) a jaderného antigenu proliferujicich bunék (PCNA). Pozorovani téchto
slozek nam umoznuje sledovat neurogenezi probihajici v SEZ, pfesnéji na typy bunék osidlujici

neurogenni niché, poptipadé i jejich migraci (NCAM+ neuroblasty).

Velkou ¢asti laboratorni prace zahrnovala kultivace bunék. Kultivovali jsme neuralni kmenové
bunky izolované ze 13,5dennich mySich embryi, formou neurosfér. Sledovali jsme jejich
morfologii a expanzi NKB v neurosférach, pozorovali vlastnosti mitogennich faktord EGF,

FGF2 a LIF ptidavanych do média a vliv disociace bun¢k na tvorbu neurosfér.

Dal8imi kultivovanymi buiikami byly mysi embryonélni kmenové buiiky linie D3. Tyto bunky
mohou byt diferenciaci sméfovany k neurdlnimu osudu. O to jsme se také v praktické ¢asti
pokouseli. Pro diferenciaci mEKB jsme vybrali dvé metody, jedna se o kultivaci mEKB formou
embryoidnich télisek s naslednou neuralni indukci pifidavkem kyseliny retinové a o vliv
leukemického inhibi¢cniho faktoru (LIF) na diferenciaci mEKB smérem k neurdlnim

progenitorovym buikam.

Experiment efektu LIF na mEKB byl zakoncen analyzou genové transkripce pomoci metody

kvantitativni RT-PCR, kde jsme sledovali vybrané geny pluripotence a casné neurogeneze.
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Z vysledku tohoto experimentu miizeme vyc¢ist, ze a€ je LIF faktorem pro udrzeni pluripotence,
tak jeho ptitomnost v kultufe mEKB D3 nebrani neuralni diferenciaci. Tyto vysledky by mohly
byt v budoucnosti podpoteny diferenciaci s naslednou imunocytochemickou detekci markera

neuralnich progenitort a zralych neuronti.

Objev kontinudlni neurogeneze v dospélém mozku savet vyvratil staré dogma a poskytl novy
pohled na plasticitu zralého nervového systému. Od té doby je adultni neurogeneze velmi
studovanym tématem. Pfestoze jiz zname oblasti adultni neurogeneze, obsah neurogenniho
niché a signalni drahy udrzujici neurdlni prekurzory je stale mnoho pochodu, které je tieba
objasnit. Moznym vyuzitim studii kmenovych bunék by byla stimulace jejich regenera¢niho
potencialu k obnoveni poSkozenych funkei zptisobenych poranénim nebo neurodegenerativnim

onemocnénim.
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