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Abstrakt

Kmenové buiiky jsou nediferenciované sebeobnovujici populace bun¢k schopné dle
svého diferenciacniho potencialu generovat vice typt bunék. Pfi neurogenni diferenciaci
dochazi k produkci tfi typt bun€k nervové soustavy. K neurogenezi dochazi béhem vyvoje
embrya, ale pokracuje i v nékterych oblastech dospélého mozku. Tyto oblasti se nazyvaji
niche kmenovych bun¢k a nachdzi se v subventrikularni zéné ptredniho mozku a
v subgranuldrni z6n¢ gyrus dentatus v oblasti hipokampu. Morfogeny jsou signalni molekuly
ptitomné v téchto niche a maji za ukol regulovat aktivitu neurdlnich kmenovych bunék.
Ovliviiyji proliferaci, diferenciaci i migraci bun¢k a determinuji tak osud novych neurond.

Mimoto maji dalezitou roli i v fadé onemocnéni a tumorigenezi.

Klicova slova: neurdlni kmenové butiky, adultni neurogeneze, diferenciace, morfogen,

sonic hedgehog



Abstract

Stem cells are non-differentiated self-renewing cell population that can derive different
kinds of cell types according to their differential potential. Neurogenic differentiation is the
process of generating of all three types of nervous systems from the neural stem cells. This
process is common for embryonic development, however neurogenesis appears to be present
also in adult mammalian brain. It continues to generate new neurons within its
microenvironments called niches and we can find two major areas of neurogenesis. One is the
subventricular zone of the forebrain, the other is the subgranular zone within the hippocampal
dental gyrus. In these niches we can find specific signaling molecules called morphogens.
Morphogens function in regulating neural stem cell activity. They play a part in proliferation,
differentiation and cell migration, thus determining the fate of neural cells. In addition,

morphogens play an important role in many diseases and cancers.

Key words: neural stem cells, adult neurogenesis, differentiation, morphogenes, sonic
hedgehog
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Ihh — Indian hedgehog
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IPC — intermediate progenitor cell — Intermediatni progenitorova buiika
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KIF7 — z anglického Kinesin-4 family protein

klf4 — z anglického Kruppel-like factor 4

LRP — z anglického Lipoprotein receptor-related protein

NCS — Neural stem cell — neuralni kmenova buiika

NPC — Neuralni progenitorova buika



Oct3/4 — z anglického Octamer-binding transcription factor 4

PKA — Protein kindza A

Ptch — Patched

SC — Stem cell — kmenova bunka

sFRP3 — z anglického Secreted Frizzled-Related Protein 3

SGZ — Subgranularni zéna

Shh — Sonic hedgehog
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Sox2 — SRY (z anglického sex determining region Y) -box 2

SSEA-3 — z anglického Stage-Specific Embryonic Antigen-3

SSEA-4 — z anglického Stage-Specific Embryonic Antigen-4

SuFu — Suppresor of fused

SVZ — Subventrikuldrni zona

TAC — Transient amplifying cell — Tranzientn¢ amplifikujici bunika
TCF/LEF — z anglického T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor
TGF-8 — Transforming growth factor 3 — Transformujici ristovy faktor 3
TRA-1-60 — z anglického Tumor Rejection Antigen

Wnt/PCP — Wnt planar cell polarity — Wnt signalizace planarni polarity bunék
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1. Uvod

Do 60. let 20. stoleti bylo povazovana neurogeneze v dospélém jedinci neprobihd a je
ukoncena s embryonalnim vyvojem. Nicméné s objevem dvou oblasti mozku, ve kterych se
vyskytuji dospé€lé neurdlni buiiky, se postupem casu zmeénilo i toto paradigma a diky
potvrzeni, ze tyto oblasti lze nalézt i u clovéka, je nyni neurogeneze atraktivnim tématem na
poli védeckého zkoumanim a divodl je hned nékolik. Hlavni motivaci je vyuziti NSC pro
1é¢bu nebo zlepsSeni stavu lidi s neurodegenerativnim onemocnénim jako je Parkinsonova
choroba, roztrouSend skler6za, Huntingtonova choroba nebo mrtvice. Navic NSC maji
vyjimecnou vlastnost migrovat télem a usidlovat se v riznych typech nadortii, to mize byt
vyuzito pro transport chemoterapeutik na misto u¢inku. Kmenové buiikky by mohly byt

uziteCnym nastrojem pro sledovani etiologie nemoci a pro vyvoj 1ékt.

Nicméné pro mozné vyuziti neuralnich i jinych kmenovych bunék je potfeba nejdiive
lépe porozumét mechanismiim regulace, proliferace a diferenciace bunék. K tomuto
neodmyslitelné patii i pochopeni funkce a dynamiky prostfedi kmenovych bunck, které je
zdsadnim zpusobem ovliviiuje. Toto prostfedi je schopno reagovat na zmény vnitiniho 1
vnéj§tho charakteru a =zahrnuje celou ftadu ristovych a neurotropnich faktort,
neurotransmiterti, bunécnych a mezibunéénych signalizaci, epigenetickych modulatort. Mezi
tyto mechanismy komunikace ur€ité¢ zasadnim podilem pfispivaji i morfogeny. Pochopeni
plsobeni téchto signalizatnich molekul a pochopeni kaskad, které spoust&ji, by mohlo
vyznamné prispét k rozkliCovani takového velkého a populdrniho tématu, jakym je
neurogeneze. Navic morfogeny c¢asto hraji roli pifi tumorigenezi. Nadory mozku jsou
jednimz nejéastéjsich typt rakoviny. Studovani morfogent a jejich plsobeni na buiiky by

mohlo pfinést novy terapeuticky nastroj.

Cilem této prace je formou literarni resSerSe pfiblizit problematiku neurogeneze a
naznacit piisobeni nejvyznamnégj$ich morfogenii. Tato prace se pak detailngji jednim z nich
zabyva, a to ligandem Sonic hedgehog, ktery ma vyznamnou roli pfi vyvoji nervové soustavy

z pohledu dorzoventralniho uspotadani a jeho role je spjata i s dospélou neurogenezi.



2. Kmenové bunky

Kmenova buiika (SC) je nediferenciovana butika se schopnosti sebeobnovy (self-
renewal). Tato vlastnost umoznuje buiice davat vzniknout novym SCs, které jsou identické
s matei'skou bunkou (symetrické déleni). Dalsi vlastnosti SC je moznost diferenciovat se do
mnoha riznych bunécnych typt, které spolu vytvaii cely organismus. Béhem diferenciace
kmenové bunky casto vyuzivaji asymetrického déleni, pii kterém dochéazi ke vzniku dvou
dcefinych bunék, kdy jedna z nich je diferenciovana, druha si pak zachovava kmenovost
(Beckmann et al., 2007). Podle potencialu diferenciace rozliSujeme SCs na totipotentni,

pluripotentni, multipotentni a unipotetntni (viz Obr.1).

Totipotentnimi bunikami jsou zygota a ryhovanim vzniklé blastomery, které dalsi
proliferaci pokladaji zdklad embryondlni a extraembryonalni linii tzn. z oplozeného vajicka
se béhem casné¢ho embryonalniho vyvoje diferencuji buiiky vnitini bunééné masy (ICM) a
trofoblastu (Ma Hongbao, 2012). Pluripotetni bunky vznikaji z bun¢k totipotentnich a jsou
schopny dat vznik buiikdm vSech tii zarode¢nych listl (ektoderm, mezoderm, endoderm).
Multipotentni SCs produkuji vice bunéénych typti dané tkang, piikladem mohou byt
mezenchymalni kmenové buniky a hematopoetické kmenové bunky. Unipotentni, neboli
progenitorové buiiky, se pak diferencuji pouze v jeden bunécny typ, prikladem mohou byt
zarode¢né bunky, které se diferencuji v sam¢i nebo samic¢i pohlavni buiiky. Kmenové bunky

dale miZzeme d¢lit na embryondlni, somatické a indukované.

Typy kmenovych bunék

Totipotentni Pluripotentni Multipotentni Diferenciované

napf. stfevni epitel

— &

napt. krvinky

L

napf. neuron

Ektoderm

Obr. 1: Déleni kmenovych bunék podle schopnosti diferenciace
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2.1. Embryonalni kmenové bunky

Embryonélni kmenové buiiky (ESCs) byly odvozeny z bunék ICM blastocysty. Jejich
prvni izolace byla provedena z mySiho embrya v roce 1981 (Evans a Kaufman, 1981; Martin
1981), naslednou uspésnou izolaci linii lidskych ESCs (hESCs) uskutecnili v roce 1998
Thomson a jeho tym z embryi vzniklych in vitro fertilizaci. Tyto buniky maji standardni XX
karyotyp, vysoky pomér obsahu jadra vii¢i cytoplazmé, exprimuji povrchové molekuly SSEA-
3 (Stage-Specific Embryonic Antigen), SSEA-4, TRA-1-60 (Tumor Rejection Antigen),
TRA-1-81 a alkalickou fosfatazu. Také oproti somatickym buiikdm vykazuji vyssi
telomerazovou aktivitu (Thomson et al., 1998). Telomerdzy hraji roli pti zachovavani délek
telomer na koncich chromozom, coz souvisi s Zivotnosti bunék a se schopnosti neomezeného
déleni (Bodnar et al., 1998). ESCs si i po dlouhodobé manipulaci in vitro zachovavaji stabilni

karyotyp a pluripotenci (Thomson ef al., 1998).

V ramci dal$iho embryonalniho vyvoje z nich vznikaji bunécné typy tfi zarode¢nych
vrstev, vcetné¢ zarodecné linie. Tyto vrstvy slouzi béhem vyvoje jako zdroje vsech
somatickych bunék téla. Po injekei ES bunék do imunodeficientnich mysi vytvateji teratomy,
coz potvrzuje jejich pluripotenci (Martin, 1981). Diky vyjime¢nym vlastnostem, kterymi ESC
disponuji, je jejich vyuziti pfihodné pro bunécné terapie, regeneraci tkani, €1 etiologii lidskych
nemoci. Nicmén¢ jejich pouziti se stale potykd s etickymi 1 metodickymi potizemi napf.
imunitni odpoveéd’ pacienta po transplantaci $tépu a jeho nasledné odhojeni, nebo potencialni

tvorba nadorq.

2.2 Indukované kmenové buiky

Diferenciované buniky je mozné reprogramovat do stavu podobného ESC, tyto bunky
byly nazvény indukovanymi kmenovymi buiikami (iPSCs) a poprvé byly vytvoieny z
diferencovanych mysich fibroblasti v roce 2006 laboratofi K.Takahashiho a S. Yamanaky
v Kyotu. IPSCs vykazuji stejnou morfologii a exprimuji tytéZ markery jako ESC, také se po
jejich transplantaci do imunosupresivni mySi tvoii teratomy. Navraceni dospélych
somatickych bun€k do pluripotentniho stavu bylo provedeno vnesenim 4 transkripcnich
faktorti: Oct3/4, Sox2, c-Myec, klf4 pomoci retrovirového vektoru (Takahashi a Yamanaka,

2006).
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Prave iPSCs ptedstavuji mozné feSeni, co se tyce etickych problémi s embryonalnimi
kmenovymi buiikami, a jsou vhodnéjsi i pro transplantace, protoze jsou pfipravovany piimo
z dospélych somatickych buné¢k daného pacienta. Jejich potencidl byl jiz vyuzit na mySim
modelu pro [é¢bu srpkovité anémie (Hanna ef al, 2007), ¢i pro terapii miSniho poranéni (Tsuji
et al, 2010). Nicméné¢ pies vSechny benefity, které iPSCs skytaji, bude jejich pouziti v klinické

praxi jesté néjaky cas trvat a o nakladech za tuto individualni 1é¢bu nemluve.

2.3. Somatické kmenové bunky

Dospélé neboli adultni kmenové buiikky (ASCs) piedstavuji typ kmenovych bunék
nachézejici se u dospélého jedince v témét kazdé tkani. Jejich funkci je udrZzovani homeostazy
dané tkané tim, Ze nahrazuji staré nebo poskozené bunky v prib&hu Zivota. AS bunky maji
schopnost sebeobnovy, jsou multipotentni nebo unipotentni, takze moznost diferenciace je za
standardnich podminek, na rozdil od ESC, omezena na bunééné typy v ramci uréité tkané.
Nékteré ASCs jsou schopné transdiferenciace, coZ je vlastnost umoziujici diferenciaci do
bunék jinych tkani nebo dokonce do buné¢k mimo svou zarodecnou vrstvu (Phinney a Prockop,

2007).

Nejlépe prozkoumanymi ASCs jsou hematopoetické kmenové bunky, které davaji
vzniknout myeloidnim a lymfoidnim liniim. Dal§im ptikladem jsou mezenchymalni kmenové
buniky. Ty vytvareji linie odvozené od mezodermu tj. osteoblasty, adipocyty a chondrocyty.
Jinym ptikladem mohou byt pak kmenové buiiky kiize, traviciho systému, kosterniho svalstva,

nervového systému aj.

Transplantace ASCs se jiz 1éta bézné vyuzivaji v klinické praxi napft. pro 1écbu poruch
krvetvorby a imunity. Je vSak potfeba vybirat darce, jehoz HLA antigeny se shoduji
s pacientovymi, coz zuzuje vybér darcti. Obvyklé misto izolace kmenovych bunék je kostni
dienl. Mozné¢ jsou i dalSi mista odbéru napft. tukova tkan (Zuk et al., 2002), pupecni $itlira a

pupecnikova krev (Secco et al., 2008).
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3. Neuralni kmenové bunky

Neuralni kmenové buiiky (NSCs) jsou tkanove specifické buitkky schopné sebeobnovy
a davaji vzniknout neurdlnim progenitorovym bunkam (NPCs), které se dale diferencuji
v bunky nervového systému. Jsou tripotentni, schopny generovat tfi typy bunék: neurony,
oligodendrocyty a astrocyty (Taupin a Gage, 2002). Tyto bunky jsou po vétSinu casu
udrzovany v klidovém stavu, ktery je aktivné regulovan (Shin et al., 2015). V ptipad¢ aktivace
NS buniky vyuzivaji dva zptasoby déleni, a to bud’ symetrické anebo asymetrické, pficemz
asymetrické déleni pfevlada. Vznikaji tak dvé rozdilné dcefiné buiiky, ¢imz se produkuji nové
neurony, ale zaroven se udrzuje pool NSCs. Marker NSC i NPC je nestin, coz je protein
intermediarnich filament (Taupin a Gage, 2002), dal§imi jsou napt. Musashil (Kawase et al.,

2014). Sox1 (Venere et al., 2012), Sox2 (Campbell et al., 2015).

Dlouhou dobu se predpokladalo, ze u dospé€lého savce jiz nevznikaji zadné nové
nervove builky. Tento trend mysleni zménili v 60. letech Altman a Das, ktefi poukazali na dvé
hlavni oblasti hlodav¢iho mozku, ve kterych dochazi k neurogenezi. Témito oblastmi jsou
subgranularni zéna (SGZ) gyrus dentatus (GD) v hipocampu (Altman a Das, 1965) a
subventrikularni zéna (SVZ) lezZici v bo¢nich ¢astech komor pfedniho mozku (Altman 1969).
Tyto oblasti neurogeneze se nazyvaji niche neuralnich kmenovych bunék a maji za kol
regulovat chovani kmenovych bunék. Obecné se jednd o specifické mikroprostiedi okolo
kmenovych buné¢k, kde dochdzi k vzajemné dynamické interakci. Tyto interakce jsou kliCové

pro udrZeni homeostazy dané tkané.

SVZ je vrstva pomalu se délicich bun¢k oddélend od bocnich komor vrstvou
ependymalnich bunék. Tyto délici se buniky jsou astrocytarni NSCs (také oznaCované jako B
buiky), vyznacuji se expresi GFAP (glidlni fibridlni acidicky protein). Z nich vznikaji
tranzientn¢ amplifikujici bunky (TACs, C bunky) vytvatejici shluky. TACs jsou hojné
proliferujici progenitory, které diferencuji v nezralé neuroblasty (A buriky), coz jsou migrujici
buitky sméfujici ze SVZ rostralnim migra¢nim proudem do ¢ichového bulbu. Zde dozravaji
v interneurony ¢ichové drahy (Doetsch ef al, 1999; Altman 1969) (viz Obr. 2). Dospélé
astrocytarni NSCs v SVZ slouZi také jako primarni progenitory pro nové oligodendrocyty,
v porovnani s produkci neuronti v§ak v mensi mite. Bylo také prokazéano, ze SVZ-generované
oligodendrocyty se pfi poskozeni dospélého mozku podili na procesu remyelinizace (Menn et

al., 2006).
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V SGZ hipocampu na hranici hilu a vrstvy granularnich bunék se nachazeji bunky
typu 1 neboli radidlnim gliim podobné NSCs, které také exprimuji GFAP. Dale produkuji
intermediatni progenitorové bunky (IPCs, bunky typu 2). Tyto builky maji tranzientné
amplifikujici charakter a davaji dale vzniknout buitkam typu 3 - neuroblastiim, které migruji
pouze do vedlejsi granuldrni vrstvy a diferencuji se ve zralé¢ granularni neurony (Seri ef al.,

2001; Goncalves et al., 2016) (viz Obr. 2).

Hippocampus

CA3 C“
|

Olfaciory
hulb

Obr. 2: Dvé hlavni oblasti neurogeneze v dospélém mozku savce: Subventrikularni zéna (SVZ) a

Subgranularni zoéna gyrus dentatus (SGZ).

A) SVZ — Astrocytarni NSCs (B) generujici tranzientné se amplifikujici buriky (C) davajici vzniknout
migrujicim neuroblastim (A), ependymalni buniky (E). B) SGZ — Radialni gliim-podobné NSCs (1)
produkujici intermediatni progenitory (2), ze kterych vznikaji nezralé neurony (3) (upraveno z Dias et

al., 2012).

Somatické kmenové buiikky maji v téle vétSinou utlohu regenerace, nektefi se vSak
domnivaji, Ze primérni funkci adultnich NS bun€k neni dopliiovani a nahrazovani starych
nebo poskozenych bun¢k, ale spiSe skrze neurogenezi poskytovat mozku urcitou plasticitu (et
al., 2014). Hipokampus ma roli v procesu uceni, paméti, fizeni ndlady, nove€ vzniklé neurony
v GD se tedy ziejmé také podileji na téchto funkcich a ptispivaji ke kognitivni pfizptisobivosti

a separaci vzorcl (Spalding et al., 2013). Separace vzorci je proces dulezity
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pro oddé€leni dvou podobnych vstupi. Tyto vstupy mozek oddéluje v Case i prostoru. Tuto

funkci maji zftejme i nové neurony v ¢ichovém bulbu mysi (Sahay et al., 2011).

Neurogenezi je mozné pozorovat i u ¢loveéka. Na konci 20. stoleti védci prokazali
pritomnost neurogeneze v GD hipokampu u pacientd trpicich rakovinou, a to pomoci latky
bromodeoxyuridin (BrdU), kterd byla pacientim podavana. Tato latka, ktera se zabudovava
do DNA béhem S faze bunécného cyklu a nasledn¢ muze byt imunohistochemicky
detekovana, je pouzivana k oznaceni proliferujicich bunck (Eriksson et al., 1998). U Cloveka,
na rozdil od hlodavci, byla pozorovana jen minimalni postnatalni migrace neuroblasti ze
SVZ do ¢ichového laloku, ackoli neurogeneze v SVZ ¢loveéka probiha (Bergmann et al.,
2012). Védci tedy predpokladali mozné putovani neuroblastii do jinych ¢asti mozku pobliz
SVZ, zjistili tak, Ze neuroblasty migruji do striata koncového mozku (Ernst et al., 2014).
Neurogeneze obecné s vékem klesa, nicméné porovname-li ¢loveéka s hlodavcem, pokles
tvorby novych neuront je u ¢lovéka vzhledem k véku mirn€jsi nez u mysi (Spalding et al.,

2013).

4. Morfogeny neurogenni diferenciace

JiZ bylo zminéno, Ze dospélé kmenové buiikky obyvaji své niche a ze toto velmi
specifické mikroprostiedi s buitkami komunikuje a aktivné je podle potieby reguluje. Jedna
se o komplex vngjSich i vnitinich faktorti, mezibunéénych interakci, ristovych faktort,
signalnich drah, které dynamicky tidi fungovani tkané. Nedilnou soucasti tohoto celku jsou 1
morfogeny. Morfogeny jsou extracelularni signalni molekuly produkované z piilehlého
zdroje, ze kterého se §ifi a vytvareji koncentrac¢ni gradient. Plisobi na okolni reagujici buiiky
a pomoci gradientu je informuji o jejich pozici, nasednutim na receptor pak spousti signalni
drahy, které v zavéru indukuji expresi cilovych gend. Tak je ur¢ena dalsi budoucnost bunék.
Maji zasadni vliv na diferenciaci bunék béhem embryonalniho vyvoje jedince, ale jejich
uplatnéni pretrvava i do dospélosti. Signalni drahy se mohou kfiizit a svymi produkty se ¢asto
vzajemné ovliviiuji. Nejvice studovanymi morfogeny pii neurogenezi v dospélém savéim

mozku jsou Notch, kostni morfogenetické proteiny (BMPs), Wnt a Sonic Hedgehog (Shh).
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4.1. Notch

Notch je rodina Ctyf transmembranovych receptori Ucastnicich se stejnojmenné
signalni drahy Notch, ktera funguje jako néstroj pro komunikaci a signalizaci bun¢k na kratké
vzdalenosti. Tato drédha dale sestdva z 5 hlavnich Notch ligandl rodin Jagged a Delta a
transkripniho faktoru RBPjk (Wang et al., 2015). Jedna se o vysoce konzervovanou dréhu,
kterd ma vyznamny vliv pfi mnoha procesech béhem embryondlniho vyvoje i v zachovani
jako vyvojové vady nebo rakovina. V obou oblastech neurogeneze dospélého mozku je funkci
Notch determinace a diferenciace bunék, konkrétnéji starost o stalé udrzovani populace NSCs
v nediferenciovaném stavu (Ehm et al, 2010; Imayoshi et al., 2010). Rozhodnuti mezi
neurogenezi nebo udrzeni poolu NSCs je dilezité, a hlavné nezbytné pro moznost generovat
nové neurony i do budoucna béhem Zivota. Pfi naruseni funkce dochdzi v kratké dobé
k doasnému narlstu neurogeneze, hromadné diferenciaci NSCs nasledovano vyc€erpanim

celé populace NSCs a dokonceno zanikem neurgoneze (Ehm et al., 2010).

4.2. BMP

BMPs jsou signalizacni proteiny, které jsou soucasti nejvétsi skupiny ligandi
transformujicich rastovych faktort B (TGF-8) patiicich do superrodiny cytokinti. Béhem
embryogeneze se svou aktivitou BMPs podili mj. na organizaci dorzoventralniho uspofadani
neurdlni trubice. Pisobeni BMP muzZeme pozorovat i v neurogennich oblastech dospélého
mozku, kde ovliviiuje proliferaci a diferenciaci NSC. V SVZ svou €innosti inhibuje tvorbu
neuroblastil a indukuje diferenciaci NSCs v gliové bunky (Lim et al., 2000). V hipokampalni
oblasti reguluje rychlost zrani NPC. Pfi nadmérné expresi dochazi k ukonceni bunééného
cyklu NPC a zpomaleni celého procesu zrani (Bond et al, 2014). Negativnimi regulatory
BMP signalizace jsou napt. Noggin (Lim et al., 2000), Chordin (Mikawa a Sato, 2013) a
Neurogenesin-1 (Ueki et al., 2003), které se na BMP vazou a zptisobuji inaktivaci. Jak jiz bylo
zminéno, neurogeneze s piibyvajicim vékem sldbne. To ma nejspi§ na svédomi pravé BMP
signalizace, jejiz aktivita v hipokampu se se stafim stale zvySuje a zabraiiuje tak tvorbé novych
neurontl. Zastaveni pisobeni BMP vedlo u staré mysi k navySeni neurogeneze. Pfedpoklada
se, ze tudy by mohla vést cesta pro 1€cbu s vékem se rozvijejicich kognitivnich poruch (Yousef

etal.,2015).
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Signalizac¢ni dréha je zprostiedkovana skrze dvé tfidy ser/thr kindzovych receptori: receptory
typu I a typu II (Viz Obr. 3). Aktivni receptor fosforyluje protein SMAD (1; 5; 8), ktery
nasledn¢ vytvaii komplex se SMAD4 a pfesunuje se do jadra, zde komplex aktivuje

transkripci cilovych genit BMP (Mira et al., 2010)

BMP-2,-4
l I— Noggin, Chordin
BMPR-I BMPR-II
cytoplasm
(// v e —
nucleus

_ - —

Obr. 3: Schéma popisujici BMP signalizacni kaskadu

BMP ligand se vaze na 2 typy receptori (BMPR-I a BMPR-II), aktivni receptory fosforyluji protein
SMAD1/5, ktery interaguje se SMAD4. Tento komplex vstupuje do jadra, kde dochazi k expresi BMP
cilovych genti. V pfitomnosti nogginu, nebo chordinu je cela kaskada inhibovana (upraveno z Vrijens

etal, 2013).

4.3. Wnt

Wnt patfi do velké rodiny ligandi tucCinkujicich ve Wnt signalizacni draze,
pojmenované spojenim dvou nazvu pro homologni geny objevené u mouchy jako Wingless a
u mysi jako Integration 1. Wnt signalni drdha je velmi vyznamné konzervovand komplexni
drédha, kde Wnt proteiny spousti vice signalnich kaskad, tou hlavni je kanonickéd B-katenin
dependentni Wnt draha. Dal$i Wnt drahy jsou nekanonické na 3-kateninu nezavislé a mizeme
zde pro ptiklad zminit Wnt/Ca®" drdhu nebo Wnt/PCP drahu. Wnt proteiny se ucastni celé

fady procesi dilezitych pro vyvoj a regulaci centralniho nervového systému. Role kanonické
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Wnt drahy v dospé€lé neurogenezi byla popsana jak v oblasti hipokampu (Lie et at., 2005), tak
v SVZ predniho mozku (Yu et al., 2006). Wnt ligand se vaze na receptor Frizzled a jeho ko-
receptor LRP (z angl. Lipoprotein receptor-related protein) (viz Obr. 4). Tim se spousti
signaliza¢ni kaskada, ktera vede k hromadéni B-kateninu v cytoplasmé a jeho prichodu do
j&dra. Zde aktivuje transkripci Wnt cilovych genii navdzanim na TCF/LEF transkrip¢ni
faktory (z angl. T-cell factor/lymphoid enhancer-binding factor) a vyvazanim represoru
Groucho (Daniels a Weis, 2005). V nepfitomnosti Wnt ligandu dochdzi k formovani
degradacniho komplexu, ktery nedovoluje hromadéni B-kateninu. Soucésti komplexu je
aktivovany GSK-38 (Glycogen synthase kinase-3 B), CK1 (Casein kinase 1), protein Axinl a
APC (Adenomatous polyposis coli) a svym pusobenim dochazi k fosforylaci B-kateninu.
Fosforylovany B-katenin je rozpoznan E3 ligazou B-TrCP (z angl. B-transducin repeats-
containing proteins) a ubikvitinilovan. Takto oznacen je nasledné velmi rychle degradovan v
proteazomu. Je-li spusténa kaskada, vytvoteny komplex Wnt/Frizzled/LRP interaguje
s proteinem Dishevelled (Dvl) prostiednictvim Frizzled, tim zablokuji ptisobeni destrukéniho

komplexu a umozni hromadéni nefosforylovaného B-kateninu (Li ef al., 2012).

Wnt OFF

Frizzled LRP

Obr. 4: Schéma kanonické Wnt signalni drahy

Vlevo: V nepfitomnosti Wnt ligandu dochéazi k fosforylaci a degradaci B-kateninu pomoci
degradac¢niho komplexu a B-TrCP, ktery B-katenin ubikvitiniluje. Vpravo: Wnt ligand se vaze na

receptory Frizzled a LRP, komplex se vaze na Dvl, dochazi ke zménam degrada¢niho komplexu,

rrrrr

transkripéniho faktoru TCF nahrazenim represoru Groucho (upraveno z Li ef al., 2012).
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Wnt drdha ma Siroky zébér plisobeni, v dospelé neurogenezi podporuje proliferaci
NPCs a vznik novych neuront. Jako pfirozeny antagonista ptisobi proti Wnt drdze napf.
Dickkopf-1 (Dkk1), ktery je produkovan zralymi granularnimi neurony GD a navazuje se na
ko-receptor LRP. Starnutim se zvysSuje jeho koncentrace v niche, kde blokuje Wnt drahu a
ovliviiuje negativné neurogenezi (Seib et al., 2013). Dal§im, granularnimi neurony vysoce
sekretovanym inhibitorem, je sFRP3 (Frizzled-related protein 3), ktery svym plisobenim
udrzuje NSC v klidovém stavu. Neuronalni aktivitou lze snizit expresi sFRP3 a podpofit

maturaci novych neuronti (Jang et al., 2013).

4.4. Sonic hedgehog

Hedgehog (Hh) rodina je genova rodina kodujici skupinu signdlnich proteinti ii¢astnici
se signalizacni kaskady, ktera je velmi konzervovana a je pozorovatelna napti¢ riznymi druhy
zivocichll od bezobratlych po savce. Védci Niisslein-Volhard a Wieschaus studovali télni plan
Drosophily melanogaster, diky mutacim nalezli skupinu genti ovliviiujici vyvoj téla larvy,
mezi nimi mj. geny zodpovédné za anteriorposteriorni polaritu segmenttl, kam patii pravé Hh
geny (Niisslein-Volhard a Wieschaus, 1980). Mutanti v Hh genu pfipominaji svymi trnitymi
vybeézky jezka, odtud nazev z anglického Hedgehog. Ukazalo se, Ze u savctli jsou kédovany
celkem 3 proteiny z Hh rodiny: Desert hedgehog (Dhh), Indian hedgehog (Ihh) a Sonic
hedgehog (Shh) (Echelard et al., 1993). Hedgehog signalizace ma ustfedni postaveni pfi
vyvoji embrya, je vSak dulezita i pro udrzovani spravné tkdnové homeostazy v dospélém

jedinci. Nejvice studovanym a nejvice vyznamnym ligandem je Shh.

7 MW

vznikaji dva odlisné proteiny s odliSnou funkeci. Misto §tépeni je velmi konzervované v ramci
rodiny Hh a spravna funkce obou proteinti je jim vysoce podminéna. Navic se ukazalo, ze
naslednou signalizaci zajiSt'uje pouze mensi 18 kDa N-koncici protein (Porter ef al., 1995).
Ten je naddle modifikovan pfipojenim dvou lipidovych skupin. Na karboxylovy konec
proteinu je kovalentné napojen cholesterolovy zbytek a na N-konci je pfidana palmitova
skupina (Pepinsky et al., 1998). Modifikace Shh jsou dulezité pro vylouceni proteinu z bunky
do extracelularniho prostoru. Prichod je zprostiedkovan pfes transmembranovy protein
Dispatched (Disp) a glykoproteinovy extracelularni protein Scube2, ktefi oba interaguji
s cholesterolovym zbytkem Shh (Tukachinsky et al., 2012). Bylo také potvrzeno, zZe
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pfitomnost palmitového zbytku zvySuje rychlost sekrece proteinu a je vyznamny pro dalsi Shh
signaliza¢ni aktivitu (Creanga et al., 2012). V extracelularnim prostoru se Shh §iii a vytvari
koncentracni gradient. Kontaktem a navazanim Shh na transmembranovy receptor Patched
(Ptch) je tento protein inaktivovan a aktivuje se tak cela signdlni kaskada v buiice (viz Obr.
5). Ptch v nepfitomnosti Shh inhibuje akumulaci proteinu Smoothened (Smo), coz je 7x
prochazejici transmembranovy protein z rodiny receptort sptazenych s G-proteiny (GPCR)
(McMillan a Matsui, 2012). Zaroven pusobi v buiice Gpr161 z rodopsinové rodiny GPCR, ktery
zvysuje bazalni hladinu cAMP, ¢imz se aktivuje potein kinaza A (PKA) (Mukhopadhyay et
al., 2013). PKA spolu s tumorsupresorovym proteinem SuFu (z angl. Suppressor of fused)
jsou hlavnimi negativnimi regulatory aktivity Gli rodiny transkrip¢nich faktorti (Glil, Gli2,

Gli3).

|| SMO

Gla

" Nucleus

Hh target genes off

Hh target genes on

Obr. 5: Schéma popisujici Hh signalizaci

A) Znazornéni inhibice transkripce cilovych gend Hh. Bez Hh ligandu Ptch inhibuje Smo, dochazi
k represi Gli transkripénich faktor za pomoci SuFu a PKA. B) Znazornéni aktivace exprese cilovych

gent Hh nasednutim Hh ligandu na Ptch a uvolnéni Smo (upraveno z McMillan a Matsui, 2012).
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Gli3 zastava v neptitomnosti Shh roli hlavniho supresora cilovych geni, zatimco Gli2
pak pii Shh stimulu funguje jako aktivator transkripce Glil a ostatnich cilovych geni. Glil je
hlavni aktivator transkripce genii. Aktivace/Represe spociva ve vyméné dvou forem Gli -
GliA a GliR. V absenci Smo dochazi k fosforylaci a proteolyze, ¢imz dojde ke zkraceni Gli a
vznikd GliR. Pii zvySeni koncentrace Smo vznika spravné dlouha aktivovana forma GliA,

ktera vstupuje do jadra a aktivuje transkripci cilovych gent (Bai et al., 2004; Hui et al., 2011).

4.4.1 Funkce Shh

Shh ma& béhem embryogeneze vysadni postaveni v fad€ procest vcetné vyvoje
nervového systému. Vyskytuje se pfevazné v notochordu a neuralni ploténce, odtud se vytvari
Shh gradient a dochazi k ventralizaci nervové trubice. Vytvaii tak zony pro vznik odliSnych
ventralnich progenitorovych bunék, které davaji vznik riznym typtim neurontim. Shh reguluje
expresi gend, ty 1ze rozdélit do dvou tfid. Geny I. tfidy jsou potlacovany Shh signalizaci a
patii zde geny transkrip¢nich faktorit Pax-, Msx-, Dbx- rodin. Druhou skupinou jsou geny II.
tiidy, které jsou naopak zavislé na ptitomnosti Shh, a koduji transkripcni faktory Nkx- rodiny.
Na zaklad¢ rozdilné exprese proteinl jsou nasledné generovany odlisné typy neuronti (Briscoe

a Ericson, 1999) jako napt. dopaminergni neurony nebo motoneurony.

V dospélé neurogenezi role Shh aktivné pokracuje a draha se uplatituje v obou niche
NS bunék. Zde ma ulohu v sebeobnovovani a specifikaci NSC a NPC (Ahn a Joyner, 2005).
V SVZ si Shh ponechava svou roli v dorzoventralnim urceni adultnich NSCs. Zdrojem Shh
ligandu se ukazuje byt skupina dospé€lych ventralnich neuronti pfedniho mozku a draha je
potiebna pro produkci specifickych subtypti neuront ¢ichového bulbu, kdy vyrazenim Shh
ligandu dochézi ke ztraté specifickych granularnich interneuronti (Ihrie et al., 2011). Vyzkum
Ihrie a jejich kolegl také ukazuje, Ze exprese Glil je u dospélého mysSiho mozku mnohem
vyS$$i ve ventralni ¢asti SVZ nez v té dorzalni. Nicméné v postnatalnim mozku byla exprese
Glil pozorovana i v dorzalni ¢asti SVZ konkrétnéji pod Corpus Callosum (CC). Tato dorzalni
cast docasné reaguje na Shh signalizaci a exprimuje vysoké hladiny Glil. Produkuje velké
mnozstvi oligodendroglidlnich bunék CC, ale také specifické subtypy neuronii ¢ichového
bulbu (Tong et al., 2015). Shh je dilezity 1 pro migraci neuroblastii do ¢ichového bulbu
(Balordi a Fishell, 2007). Hipokampalni NPCs také exprimuji Ptch, Smo a reaguji na Shh
signalizaci, pfi inhibici drdhy napf. cyklopaminem dochézi ke snizeni proliferace

progenitorovych bunék hipokampu (Lai et al., 2003). Dalsi funkci aktivni Shh drahy je
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prodluzovani axond hipokampalnich neuronti. Signal neni pfijiman piimo axony, ale §ifi se ze
somatodendritické oblasti neuronti (Yao et al., 2015). Neuralni aktivitou nebo poranénim
hlavy lze skrze Shh signalizaci zvysit hipokampalni neurogenezi. Regulaci ristu axonti a

tvorbou novych synapsi se vytvari v pribéhu zivota hipokampalni neuroplasticita.

4.4.2 Shh signalizace a primarni cilium
Ukézalo se, ze klicovou organelou, ve které probiha Shh signalizace, je primarni
cilium. Tato do neddvna opomijend organela obsahuje vSechny dulezité komponenty Shh
kaskaddy a je sni uzce spojena, bez ni drdha nemize byt aktivovana. Zakladem cilia je
mikrotubularni struktura, diky které je umoznén intraflagelarni transport (IFT). Tento proces
zahrnuje 2 sméry transportu, retrogradni a anterogradni (viz Obr. 6). V nepfitomnosti Shh
ligandu je Ptch umistén v membrané cilia a brani akumulaci Smo, navazanim Shh ligandu je
Ptch transportovano smérem do buiiky tzn. pry¢ z cilia a tim dovoluje pifesun Smo do cilia
(Rohatgi et al., 2007).
Obr. 6: Role primarniho cilia v Shh

o Lloand = signalizaci: Primarni cilium je tvofeno
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a Smo se miize presunout do ciliarni

membrany. Ve §picce dochazi k aktivaci Gli na GliA formu, ktera v jadfe nastartuje transkripci

cilovych genti (upraveno z Hassounah et al., 2012).
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Na vrcholu cilia jsou lokalizovany Gli proteiny, resp. Gli2 a Gli3, a SuFu, pfitomny je
zaroven KIF7 (z angl. kinesin-4 family protein), ktery je reguldtorem délky a stavby cilia,
¢imz se také podili na regulaci Shh signalizace. Absenci KIF7 dochazi k tvorbé cilii riznych
délek a umisténi Gli proteinii a SuFu i mimo vrchol cilia, coz zpiisobuje chybnou aktivaci
dréhy i bez ptritomnosti Shh ligandu (He et al., 2014). Primarni cilium je tvofeno fadou IFT
proteind, které jsou pro jeho vznik a fungovani naprosto nepostradatelné. Poprvé bylo spojeni
mezi primarnim ciliem a aktivaci Shh drdhy pozorovdno za pomoci indukované mutace
v genech wimple a flexo. Mutace poskodily IFT proteiny, coz se dal projevilo narusenim
spravného prubéhu Shh signalizace a mysi mutanti pak postradali ventralni typy nervovych
bun¢k (Huangfu et al., 2003). Strukturni i funkéni poruchy primarniho cilia vedou k celé fadé
defektd a jsou souhrnné nazyvany ciliopathiemi. Cilium v zéavislosti na okolnostech muze
pusobit jako supresor i aktivator Shh signalizace, coZ mize hrat roli pfi tumorigenezi (Wong

et al., 2009).

4.4.3 Shh signalizace a tumorigeneze

Shh dréha je dalezitym regulatorem bunécného ristu a diferenciace. Je tedy ziejmé, Ze
nadmérnd aktivace Shh miiZe mit negativni diisledky na bunky, obzvlasté¢ u NSCs, které jsou
pfevazné po vétSinu Casu v klidovém stavu. Chyba v signalizac¢ni kaskadé miize vést ke
vzniku nadortl jako napf. malignich gliomi a meduloblastomi. Casto u nadorti mozku se
b&hem 16¢by vyvine rezistence viiéi chemoterapeutikiim nebo se slozit&ji 16¢i. Uspésnost 16¢by
je relativné niZ§i neZ u jinych typli nadorfi. Na vzniku nadorti se mulzZe podilet i vice
signaliza¢nich drah zaroven. Védci se snazi zacilit na komponenty Shh signalizace v nadéji,
7e objevi novy terapeuticky nastroj na 1€€bu tumort nejen v mozku. Mezi zkoumané molekuly
jsou také Smo a Gli proteiny, jejichz inhibici se da regulovat Shh draha. Potencidlnim
inhibitorem je napf. jiz zminény cyklopamin, ktery se vaZze na Smo a zastavuje proliferaci
(Taipale et al., 2000). Inhibici Glil by se mohla zmirnit multidrogové rezistence (Cui et al.,
2009). Bylo dale zjisténo, Ze vyfazenim Gprl61 béhem embryogeneze dojde ke zvySeni
vyskytu nadort a pfi jeho nizké expresi byla pozorovana snizena UspéSnost 1é€by pacientli

majicich meduloblastoma (Shimada et al., 2018).
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5. Zavér

Neurogeneze je stale aktudlni téma, které doposud nebylo ani zdaleka vycerpano. I
V dospélém mozku savcl se neurogeneze vyskytuje pievazné ve dvou oblastech a ma
vyznamny dopad na neurdlni plasticitu mozku. I pfes veSkeré snahy charakterizovat
heterogenni populaci NSC, je velmi tézké sledovat a odlisit vSechny etapy diferenciace NSC.
Navic je vétSina pozorovani provadéna na mysSich modelech a ackoli sdili urcité podobnosti,
lidsk4a neurogeneze se v nékterych bodech od té hlodav¢i 1isi. Pro praktické pouziti bude
potieba vice studii provadénych na lidech a zfejmé i vyvoj novych metod. Charakter NSC je
vyznamn¢ ur¢ovan mikroprostfedim, ve kterém se tyto buniky nachézeji. Proto ma smysl se
vénovat pochopeni signalnich drah a jejich molekul, které se na neurogenezi zasadnim
zpusobem podileji. Jejich plisobeni reguluje vSechny podstatné faze vzniku novych neuroni
a jsou nezbytné pro udrzovani tkdnové homeostazy. Signalni kaskady se vzajemné mohou
ktizit a regulovat, coz pfidava na dynamicnosti celé neurogenezi. Vyznam kaskad lze navic
pozorovat i béhem tumorigeneze. Poskozeni drah, které je ¢asto spojovano se vznikem nadort
a nalezenim inhibitorti drah, by tedy mohlo pfinést dalsi terapeuticky nastroj pro 1écbu. Navic
je aktivita n€kterych drah spojena se staiim, kdy s pfibyvajicim v€kem dochazi ke zvySené
signalizaci ligandt a upadku neurogeneze, coz se projevuje kognitivnimi poruchami a $patnou
paméti. Shroméazdéni co nejvice informaci o neurogenezi by mohlo do budoucna ovlivnit
priabéh fady neurodegenerativnich onemocnéni nebo dokonce oteviit nové moznosti

poskytnuti 1éCby.
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