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Abstrakt

Parkinsonova choroba (PD) je neurodegenerativni porucha zplsobena v dlsledku Sificiho se procesu
ztraty dopaminergnich (DA) neuron( v oblasti substantia nigra pars compacta (SNc). DA neurony jsou
hlavnim zdrojem dopaminu (DA) v centralnim nervovém systému, jehoZ uvolriovani hraje dileZitou roli
pfi fizeni mnoha mozkovych funkci, véetné fizeni nalady a pohybu. Indukce DA neuron( zavisi na dvou
signalizacnich centrech Floor plate (FP) a Isthmickém organizatoru, zndmym také jako stfedo-zadni
hranice (MHB) mozku. Utvari se signaliza¢ni kaskada zapojujici nemalé mnozstvi transkripénich faktord,
které prostrednictvim své exprese reguluji diferenciaci DA neuronl. Naslednd stimulace plné
maturovanych DA neuronl umoZiiuje uvolfiovani dopaminu v pohybovych sitich mozkového kmene,
coz vyvolava pohyb. Nové objevy naznacuji, ze panuje detailni shoda mezi nejstarSimi a dneSnimi
zastupci obratlovct v organizaci DA drah. To m(iZze naznacovat, Ze tyto drahy, jeZ maji soucasni zastupci

obratlovct se vyvinuly jiZz pred vice nez 500 mil let.

Klicova slova: dopaminergni neurony, diferenciace, Parkinsonova choroba

Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder caused by the spreading process of loss of
dopaminergic (DA) neurons in the substantia nigra pars compacta (SNc). DA neurons are a major source
of dopamine (DA) in the central nervous system, the release of which plays an important role in
controlling many brain functions, including mood and movement control. The induction of DA neurons
depends on two signaling centers floor plate (FP) and an isthmic organizer, also known as the midbrain-
hindbrain boundary (MHB) of the brain. A signaling cascade is formed by involving a large number of
transcription factors that regulate the differentiation of DA neurons through their expression.
Subsequent stimulation of fully mature DA neurons allows the release of dopamine in the locomotor
networks of the brainstem, which causes movement. New discoveries suggest that there is a detailed
consensus among the oldest and current vertebrate representatives in the organization of DA
projections. This may indicate that these pathways, which have current representatives of vertebrates,

evolved more than 500 million years ago.
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Uvod

Dopaminergni (DA) neurony syntetizuji neurotransmiter dopamin a tvofi hlavni zdroj dopaminu
centralni nervové soustavy. Nejvétsi populace téchto bunék se nachdzi na ventrdlni strané stfedniho
mozku a je rozdélena na tfi oblasti, a to v nejvétsi mife v Substantia nigra (SN oblast znama jako A9) a
ve Ventralni tegmentalni oblasti (VTA nebo také A10), oblast s nejmensim vyskytem DA neuron( se
nazyva Retrorubrdlni pole (A8) (Fallon & Moore, 1978; Schultz, 1986; Stott & Ang, 2013). Pocet DA
u krys je tento pocet az 35 000. U dospélého ¢lovéka nachdzime mnohondasobné vyssi pocty 450 000 —
600 000 DA neuronl (German et al., 1983; Pakkenberg et al., 1991; German & Manaye, 1993). Tyto
neurony jsou promitany do predniho mozku a tvofi tak nigrostriatdlni, mezolimbickou a mezokotikalni
drahu dopaminergniho systému. SN je rozdélena na 3 podskupiny; SN pars compacta (SNc), SN pars
lateralis a SN pars reticulata (shrnuto v Hernandez & Rodriguez, 2000). Neurony nachazejici se v SNc
inervuji dorsolateralni striatum a caudate putamen, tvofi nigrostriatalni drahu, ktera je klicova
v kontrole motorickych funkci a pohybu jako soucast systému, motorické smycky bazdlnich ganglii
(shrnuto v Chinta & Andersen, 2005; Prakash & Wurst, 2006; Arenas et al., 2015). Nejvétsi inervace
vede do striata (Schultz, 1986). Kazda oblast DA neuron( je uréena pro kontrolu/regulaci specifickych
funkci mozku. Se starnutim se pocet DA neuronu ve stfednim mozku sniZuje pfiblizné o 40% (Fearnley

et al., 1991).

Ztrata DA neuron(l v SNc vede k neurodegenerativhimu onemocnéni zvaném Parkinsonova
choroba (Schultz, 1986). Toto neurodegenerativni onemocnéni jako prvni popsal britsky Iékar James
Parkinson v roce 1817 (Horowski et al., 1995). Parkinsonova choroba (PD) je druhym nejcastéjsim
neurodegenerativnim onemocnénim. Je zpUsobena ztratou DA neuront v SNc, pficemz musi dojit ke
ztraté priblizné 80% dopaminu ve striatu a 50% nigralnich neurond, pro objeveni prvnich ptiznak(
choroby (shrnuto v Marsden, 1990). Nedostatek dopaminu se projevuje postupnym zhorSovanim
ovladani motorickych funkci. Jeho nejvétsim rizikovym faktorem je vék, kdy béhem 45 — 94 let Zivota
dochazi témér az k exponencidlnimu vyskytu a postihuje bezmdla 2% svétové populace starsi 60let

(Dorsey et al., 2007; Driver et al., 2009).

MuizZeme tedy tvrdit, Ze je zde tedy pfima korelace, kdy s narlstajicim vékem populace se
zvysuje riziko neurodegenerativniho onemocnéni. Méli bychom si vSsak uvédomit, Ze nemoci spojené
se starnutim mohou byt disledky biologickych proces(, které je tfeba pochopit a zkoumat z evoluéniho
hlediska (shrnuto v Rose et al., 2002). JelikozZ jedinec s PD ve volné pfirodé dlouho neprezije, nemohl
byt vyvijen selektivni tlak na nase predky a tedy nemohli ziskat odolnost v(i¢i neurodegeneraci (shrnuto

v Vernier et al., 2004).



Cil prace

Cilem prace je popsat zakladni molekuldrni mechanismy diferenciace dopaminergnich neurontd v
mozku zdravych lidi a lidi trpicich Parkinsonovou chorobou. Diraz je kladen na evolu¢ni aspekty
signalnich diferenciacnich drah a na moiZnost in vitro diferenciace dopaminergnich neurond z

pluripotentnich a multipotentnich kmenovych bunék.



1. Vyvoj DA neuronti in vivo

Vznik DA neuron( zahrnuje nékolik komplexnich krok( jako ¢asného utvareni stfedniho mozku,
specifikaci mitotickych prekurzor(, diferenciaci postmitotickych DA neuronli aZ po maturaci DA
neuronll. Béhem téchto fazi dochazi ke vzajemné souhfe transkripénich faktorl a morfogen(
umoZziujici spravny vyvoj DA neurond. Mozek je béhem toho rozdélovan do nékolika oblasti na predni,
stfedni a zadni ¢ast. Mezi stfedni a zadni ¢asti vznikd organizacni cetrum zvané Isthmic organizator.
Spolu se signalizaénim centrem zvaném Floor plate (FP), uvolfiuji signalizacni proteiny, které hraji
nezastupitelnou roli ve spravné regulaci exprese transkripénich faktorll a tim umoziuji vznik DA

progenitord.

1.1. Casné utvareni stfredniho mozku

1.1.1. Utvareni nervové trubice

Pti gastrulaci vajicka vznikaji tfi zarodecné listy endoderm, mezoderm a ektoderm. Specifickym typem
ektodermu je neuroektoderm, ktery ddva vzniku nervové soustavé, pomoci neuroepithelianich bunék.
Tyto buniky formuji neurdini ploténku, jejiz okraje se zvednou a vytvofi neuralni valy, které se prelozi,
nasledné spoji a vytvori tak neurdlni trubici (viz obr. 1). Neuralni trubice se rozviji do ¢ty domén predni
mozek, stfedni mozek, zadni mozek a micha. Na ose hibetni a bfisni existuji dvé struktury ovliviujici
spravny vyvoj bunék. Roof plate (RP) a Floor plate (FP), umisténé podél hibetni a ventralni stfedové
linie neurdlni trubice. Jedna se o signalizacni centra, uvolnujici sekre¢ni proteiny Wnt (RP) a Shh (FP).
Spolec¢né pracuji na specifikaci a vzniku rGznych typd neurond ve vyvijejicim se strednim mozku, véetné

DA neurontl
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Obrdzek 1| Schéma principu utvdreni nervové trubice. Okraje neurdini ploténky se zvednou a vytvori
neurdlni valy, které se preloZi a ndsledné spoji, a dojde tak k vytvoreni neurdini trubice. Cervené Sipky
znaci smér Sifeni Shh, vylucovaného z Floor plate a zelené Sipky znaci smér inhibitoru BMP vylu¢ovaného
Z Roof plate. Spolu vzoruji nervovou trubici podél jeji ventro-dorzdlini osy. (prevzato z Shparberg et al.,

2019) — upraveno

1.1.2. Utvareni organizacniho centra

Ve vyvijejici se centralni nervové soustavé (CNS) se mezi oblastmi stfedniho a zadniho mozku tvofi
stfedo-zadni hranice (MHB). Signalizacni centrum zvané také jako Isthmic organizer, je sekundarni
organizator, jehoZ formace zacind v ¢ase E7.5 (Wassarman et al., 1997), prostfednictvim koordinované
exprese a vzajemné represe Otx2 pro stfedni mozek, a Gbx2 pro zadni mozek (viz obr. 2) (Wassarman

et al., 1997; Broccoli et al., 1999).



Béhem casné embryonadlni faze se kolem rozhrani Gbx2 a Otx2 aktivuji drahy Wnt, Pax a Fgf8,
které se zde podileji na fungovani MHB. Exprese transkripénich faktorli domény Pax (Pax2, Pax5) jsou
dllezZité v regulaci a spravného utvareni stfedniho mozku v ranném stadiu vyvoje. Jejich exprese
predchazi transkripénim faktordm Enl a En2 (Urbanek et al., 1994; Rowitch & McMahon, 1995) a
signalizaénimu proteinu Wntl (McMahon et al., 1992), ktery udrZuje expresi En genl (Danielian &
McMahon, 1996). Otx2 hraje zasadni roli v regulaci exprese genl Enl a En2, delece téchto gen( vede
ke ztraté DA neuron( (Millen et al., 1994; Simon et al., 2001). Reguluje téz signalizacni proteiny Shh a
FGF8 (Brodski et al., 2003) a zaroven je tfeba k expresi Wntl (Rhinn et al., 1998). Signalizacni protein
Fgf8 je zdsadni pro vyvoj a spravné utvareni MHB (Meyers et al., 1998). Béhem pozdéjsi faze ranného
utvareni stfedniho mozku dochazi k ustanoveni rovnovahy mezi na sebe zavislych faktord (shrnuto v

Rhinn & Brand, 2001).

I mMHB

[ otx2

B Gbx2, Irx2
Lmx1b, Wnt1

B Fgofs

" Ent, Pax2

Obrdzek 2| Schéma komplexnosti gent vztahujici se k organizacnimu centru. Otx2 je exprimovdn v
rostrdlni nervové trubici a Gbx2 v zadni nervové trubici uZ od velmi ranych stadii vyvoje. V disledku
jejich interakce dojde k ustanoveni hranice mezi nimi a vznikne tak MHB. Ostatni geny slouZi k indukci
exprese Fgf8 a zdrovern pomdhaji v definovdni oblasti stfedniho mozku. (prevzato z Nakamura et al.,
2005) — upraveno



2.1. Generace dopaminergnich neuront

2.1.1. Specifikace dopaminergnich progenitori

Specifikace bunécnych typ( zavisi na spravném fungovani organizacnich center, podléhajici signalim
aktivujici expresi transkripcnich faktor(. Specifikace zacina v ¢ase E9 a kondi priblizné v E14 (shrnuto v
Gale & Li, 2008) a spousti se ustanovenim anterio - posteriorni (AP) a dorzo - ventralni (DV) domény,
to je fizeno signaly z organizacnich center a indukci genové exprese, ktera rozliSuje zadni a stfedni
mozek (Vernay et al., 2005). Signalizacni centra FP a MHB spolecné kdduji dvé signalni molekuly,
potfebné pro indukci neuronovych prekurzort, podél DV (Shh) a AP (Fgf8) os neuralni trubice (Ye et

al., 1998).

Glykoprotein Shh je exprimovan chordou, indukuje vznik FP a pozdéji je exprimovan FP (Echelard
etal., 1993; Ericson et al., 1996). Sekrecni protein Fgf8 je exprimovan v MHB v zadnim mozku a spousti
expresi Wntl, ¢imZz pomaha formovani MHB (Crossley et al., 1996). Diky vzdjemné interakci reguluji
transkripéni faktory Lmxl1a/b, Otx2, Ngn2, a Mash1 a ovlivriuji tim identitu DA progenitor( (Smidt et
al., 2000; Puelles et al., 2004; Andersson et al., 2006a; Andersson et al., 2006b; Kele et al., 2006).
Véetné skupiny transkripénich faktor( Foxal, Foxa2 (Foxal/2), pozitivné regulujici expresi Lmx1a/b (Lin
et al., 2009). Hraji tim nepostradatelnou roli pro spravnou specifikaci neuron(l na ventralni strané
stfedniho mozku (Puelles et al., 2004; Bayly et al., 2007). Prekurzory DA neuron( se pohybuji ventralné
v proliferativni fazi na ventrdlni strané, pfi diferenciaci se jejich pohyb méni na lateralni. Timto bunky

ziskaji DA specifikaci a spousti neurogenezi, pfi které dochazi k post-mitotické diferenciaci.

2.1.2. Neurogeneze, diferenciace a migrace

Neurogeneze probiha ve ventrikularni zoné FP, kontrolovana transkripénimi faktory Mash1l a Ngn2
(Andersson et al., 2006a; Kele et al., 2006). Soucasné je stale udrzovana exprese genli Otx2, Lmx1a/b
a Foxal/2, kontrolujici identitu progenitord (Puelles et al., 2004; Andersson et al., 2006a; Ferri et al.,
2007). Spolu s tim je antagonisticky potladovana exprese Shh signalizaci Wnt / beta-katenin, pfi¢emz
jejich vzajemné vyvazena rovnovaha je dllezitd pro diferenciaci progenitord do DA neurond
(Joksimovic et al., 2009; Tang et al., 2010). Odstranéni beta-kateninu z ventralni ¢asti stfedniho mozku
vede ke ztraté bunécné polarity DA progenitord. V Dlsledku toho dochazi k naruseni neurogeneze, a
migrace DA neuronll do SNc (Tang et al., 2009). Nasledné DA progenitory generuji postmitotické DA
buriky — nezralé DA neurony, které se pomoci Ngn2 dostanou do stiedni vrstvy FP, kde pfiblizné v ¢ase
E10,5 zacinaji exprimovat protein Nurrl. Na obr. 3 a 5 je vidét zapojeni genl v celkovém pribéhu

vyvoje DA neuron(.



Protein Nurrl patfi do rodiny intraceluldrnich transkripénich faktor(. Jeho indukce je
pravdépodobné zavisla na expresi transkripénich faktor Foxal a Foxa2 (Ferri et al., 2007). Casteéné
uréuje fenotyp DA a je dlleZity pro regulaci tyrozin hydroxylazy (Th), vezikuldrniho monoaminového
transportéru 2 a dopaminového transportéru (DAT) (Zetterstrom et al., 1997; Sacchetti et al., 1999;
Hermanson et al., 2003; Smits et al., 2003). Mysi, kterym chybi gen pro Nurrl nejsou schopné
generovat DA, brani vzniku TH, AADC, VMAT a DAT a umiraji kratce po narozeni (Zetterstrom et al.,
1997; Castillo et al.,, 1998). Je tedy pravdépodobné, Zze Nurrl funguje jako reguldtor indukce
neurotransmiter-fenotypové identity DA neuron( a podili se na Ffizeni exprese molekul regulujici

syntézu DA neuron0 (shrnuto v Hegarty et al., 2013).

™
g
S
it e w8 o8 282 4. o
ToxfF ok e 2 ¥x % =« 5 5D 5 8 .
$5858%558:88358:8383
L ’ ro [ D 0 S R R ) +
i z4) &QM + + + DEEEEEEE +
H | & 1
NS, o 12 - [0
g, Zaniy ™ on ors I
i Ry /=7 P

Obrdzek 3| Schématické zndzornéni rezu Floor plate a exprese genl zapojenych do prubéhu
neurogeneze a migrace. Ventriculdrni zona (VZ) obsahuje radidlni gliové buriky (RG, modré), které
prochdzeji neurogenezi za ucelem generovdni postmitotickych neuroblasti (Zluté). Ty ndsledné,
radidlné migruji stredni vrstvou (1Z) a diferencuji se na DA neurony (Cervend) v mantle zoné (MZ). Jak
se buniky stavaji neurony DA, migruji tangencidlné (TM) do SNc. RG buriky exprimuji morfogeny a rané
transkripcni faktory, z nichZ nékteré jsou také exprimovdny v neuroblastech (Nb, Zluté) a neuronech DA,
coZ definuje celou linii DA neurond. (pfevzato z Arenas et al., 2015) - upraveno

Nezralé, postmitotické DA neurony, ve kterych se nadale udrzuje exprese transkripcnich faktor(
jako Foxal/2 a Lmxla/b, migruji radialné podél vlaken radidlnich gliovych bunék, skrz stfedni vrstvu
(1Z) (Kawano et al., 1995). Béhem, které migruji do mantle zény (MZ) a diferencuji se na zralé DA
neurony, které tangencialné migruji do oblasti SN (Hanaway et al., 1971). Transkripcni faktory z ¢asné
neurogeneze a diferenciace, které jsou stdle udrZzovany, reguluji aktivitu pozdéjsich transkripcnich
faktor( jako jsou Nurrl a Pitx3. Bylo zjisténo, Ze exprese Nurrl u pacient( trpicich PD je rapidné sniZzena
(Le et al., 2008). Po migraci prekurzorld do MZ za¢nou DA neurony exprimovat enzym tyrozin
hydroxylazu (TH) a transkripc¢ni faktor Pitx3 (shrnuto v Arenas et al., 2015). Exprese Pitx3 probiha pouze
v DA neuronech ve stfednim mozku a spousti se po zahajeni exprese TH okolo ¢asu E11,5, coz

naznacuje, Ze Pitx3 neni zapojen do ¢asného vyvoje DA neuront (Smidt et al., 1997; Smidt et al., 2004).



Pitx3 je vyZzadovan na pocatku diferenciace pfi tvorbé SNc, jeho nedostatek vede ke ztraté DA neurond

v SN (Smidt et al., 2004; Maxwell et al., 2005).

Konecna faze diferenciace zahrnuje nejen expresi nékolika transkripénich faktorl popsanych
vyse, ale i zahajeni exprese enzym( a transportnich proteinl pro spravné zpétné vychytavani a syntézu
DA neuronl (viz obr 4). Véetné enzym( TH a L-amino dekarboxylazy (AADC), a transportnich proteind
DAT a vezikuldrni monoaminovy transportér 2 (Vmat2). Syntéza dopaminu je regulovana enzymem TH
(Blanchard et al., 1994), ktery ovliviiuje rychlost syntézy dopaminu, a umoznuje z aminokyseliny L-
tyrozin, produkci L-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA). Aminokyselina L-DOPA je prekurzor dopaminu,

kterd se dekarboxyluje enzymem AADC a vznika dopamin.
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Obrazek 4| Rovnice metabolické drdahy vzniku dopaminu a jeho cesta pres transportni proteiny ven

Dopamin

z membrdny. (pfevzato z Yamamoto & Vernier, 2011) — upraveno

2.1.3. Maturace

Zrani a udrZovani DA neuronU je regulovano nékolika transkripénimi faktory popsany vyse. Nicméné
sem patfi dalSi zatim nezminéné transkrip¢ni faktory jako BDNF. Mezi jehoZ funkce patfi snizovani
ztraty TH pozitivnich bunék, coz naznacuje Ze pravdépodobné plsobi pfimo k udrzovani DA neurond,
a zaroven tim mulze pozitivné regulovat fenotyp DA neurond (Hyman et al., 1991). Jako dalsi
transkripcni faktor podilejici se na zrani a udrZovani Zivotaschopnosti DA neuront je GDNF (Lin et al.,

1993). Ukazalo se, Ze BDNF a GDNF se nejen podili na zrdni DA neuron(, ale i na ochrané pred



neurotoxinem  1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinem (MPTP) zpUsobujici symptomy
Parkinsonovi choroby (Hyman et al., 1991; Tomac et al., 1995). Na diferenciace a udrZovani
Zivotaschopnosti DA neuronl se podili velky pocet morfogend, transkripénich faktorl a trofickych

faktor(. NiZe je schématické znazornéni vyvoje DA neuron(.
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Obrazek 5/ Sit zapojenych geni do kontroly postupného vyvoje DA neurond. Indukce, specifikace Floor
plate, diferenciace a zrdni fenotypu DA neuronii v riznych embryondinich (E) casech. Sipky oznacuji
stimulaéni ucinky, zatimco kolmé &dry oznacuji inhibicni dcinky. Cervené oznacené transkripéni faktory
a molekuly jsou zapojené do utvdreni AP domény. Modre oznacené molekuly jsou zapojené do
ventrdlniho vzorovdni. Zelend oblast seskupuje transkripéni faktory podilejici se na specifikaci FP
stfedniho mozku. Fialové a riiZové oznacené molekuly, trofické a transkripcni faktory jsou zapojené do
syntetizovani dopaminu, urcovdni fenotypu a zrdni a Zivotaschopnosti DA neuroni. (prevzato z
Volpicelli et al., 2020) — upraveno



2. Faktory zapojené do vyvoje dopaminergnich neuronu

2.1. Transkripcni faktory zapojené do diferenciace

Do procesu diferenciace DA neuron( ve stfednim mozku je zapojeno velké mnozstvi transkripcnich
faktord, nezbytnych pro spravnou diferenciaci a dlouhodobého preZiti DA neuron(. Patfi mezi né
Lmx1a/b, En1/2, Foxal/2, Nurrl a Pitx3, véetné mnoha dalsich. Jejich vzajemna kombinace navozuje

indukci diferenciace, kontroluje specifikaci a udava DA fenotyp.

2.1.1. Transkrip¢ni faktory Lmx1a/b

Lmx1a a Lmx1b jsou ¢asnymi determinanty DA progenitorU. Patfi do rodiny LIM-homeoboxu. Exprese
Lmx1a zacina pfiblizné v ¢ase E9, je indukovana pomoci Lmx1b, jehoz exprese zacind jiz v ¢ase E7,5.
Navic je jejich exprese udrzovana napfi¢ celym Zivotnim cyklem DA neurond, ale jejich funkéni vyznam
v postnatdlnim Zivoté neni dosud zcela pochopen (Smidt et al., 2000; Andersson et al., 2006a).
Spolecné, prostfednictvim exprese Wntl a Ngn2 reguluji proliferaci, specifikaci a diferenciaci DA
progenitord, Expresi Ngn2 reguluji pomoci Hesl, jenZ negativné reguluje expresi Ngn2 (Yan et al.,
2011). Zaroven exprese Ngn2 je pozitivné regulovana expresi Msh1, jehoZ expresi indukuje pravé
Lmx1a. Ztrata fungovani Lmxla vede ke ztraté funkcnosti téchto genll a dochazi tim nevyhnutelné ke
ztraté DA neuronl (Andersson et al., 2006a). Inaktivace obou transkripénich faktord Lmxla/b vede ke
zhorseni aktivity respiracniho fetézce, zvySenému oxidacnimu stresu a poskozeni mitochondridlni DNA

s naslednou progresivni ztratou DA neuront (Doucet-Beaupré et al., 2016).

2.1.2. Transkripcni faktory En1/2

Transkripéni faktory Enl a En2 se podileji na vyvoji stfedo-zadniho mozku, vytvarenim MHB béhem
Casné embryogeneze a v pozdéjsi fazi jsou dilezité pri vyvoji a generaci DA neurond. Jejich exprese se
spousti v ¢ase mezi E12 aZ E14 a je udrzovana pomoci Wntl po celou dobu vyvoje (Danielian &
McMahon, 1996; Albéri et al., 2004). Nicméné Enl uZ byl detekovan v Case E8 a En2 v E9,5, v tomto
Case spole¢né s Wntl pomahaji Otx2 a Gbx2 s vytvafenim MHB (Davis et al., 1988; Danielian &

McMahon, 1996).

Enl je vysoce exprimovan vsemi DA neurony od zacatku jejich diferenciace az do dospélosti v
SNc, zatimco En2 je vysoce exprimovan jejich podmnozinou. Pfi deleci En1/2 zcela chybély DA neurony
v SNc, coz naznacuje, Ze jsou nezbytny pro preziti DA neuront (Simon et al., 2001). Ztrata DA neurond,
zpUsobena deleci Enl, mize byt antagonizovana pravé svym pribuznym rekombinantnim proteinem
En2, coZz mliZe potvrzovat hypotézu, Ze proteiny Enl a E2 jsou vici sobé biochemicky ekvivalentni a

jsou schopné se nahradit (Hanks et al., 1995; Sonnier et al., 2007).
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2.1.3. Transkripcni faktory Foxal/2

Transkrip¢ni faktory Foxal a Foxa2 patfi do rodiny Fox proteind. Reguluji nékolik fazi vyvoje DA
neuron(l, véetné nezastupitelné role béhem specifikace a diferenciace DA progenitor(. Béhem
specifikace reguluji rozsah neurogeneze v DA progenitorech, pozitivni regulaci exprese Ngn2. Exprese
se spousti ve ventrikuldrni zéné stfedniho mozku v ¢asech E10,5 a E12,5, a jejich exprese se jako u

vétsSiny transkripcnich faktor( udrzuje i v pozdéjsich fazi DA vyvoje (Ferri et al., 2007).

Soucasné Foxal/2 reguluji expresi nékolika transkripcnich faktord jako Enl, Lmxl1a/b, véetné
Nurrl a expresi AADC a TH ve zralych neuronech béhem c¢asné a pozdni diferenciace DA neurond (Ferri
et al., 2007; Lin et al., 2009; Pristera et al., 2015). V disledku jejich delece dochazi k vyznamné ztraté

exprese TH a AADC a celkovému poklesu DA fenotypu v SNc (Stott et al., 2013; Pristera et al., 2015).

2.1.4. Transkripc¢ni faktor Nurrl

Nurrl je transkripcni faktor patfici do rodiny jadernych receptord, je nezbytné dulezity pti diferenciaci,
maturaci a pro udrZzovani DA neuronU. Zaroven odporuje expresi DA markerl jako DAT, TH, AADC a
VMAT?2 a urcuje tim fenotyp DA neuronl (Sakurada et al., 1999; Sacchetti et al., 2001; Hermanson et
al., 2003). Jeho exprese se objevuje v ¢ase E10,5 ve ventralni ¢asti stfedniho mozku, kde se pozdéji
diferencuji postmitotické prekurzory na plnohodnotné DA neurony se spravnym fenotypem

(zetterstrom et al., 1997).

Nurrl je téZ nezbytny také pro terminalni diferenciaci, v pozdéjsich stadiich vyvoje DA neurond,
fidi diferenciaci DA prekurzori. Pfi jeho deleci, neuroepitelidini buriky pfijimaji normalni ventralni
lokalizaci a neuronovy fenotyp charakterizovany expresi transkripéniho markeru Pitx3. Nicméné tyto
prekurzory vsak neindukuji DA fenotyp, coZ naznacuje, Zze Nurrl je nepostradatelny pro stanoveni DA
fenotypu, pres expresi genl kodujicich proteiny urcujici DA fenotyp a spravnou syntézu dopaminu, jako
TH, AADC, DAT a Vmat2. Exprese Nurrl pokracuje ve zralych DA neuron( i v dospélosti, coz dale mlze
naznacovat funkci pro normaini fungovani zralych DA neuron( (Zetterstrom et al., 1997; Castillo et al.,

1998; Saucedo-Cardenas et al., 1998; Smits et al., 2003).

2.1.5. Transkripcni faktor Pitx3

Protein Pitx3 je jednim z dalSich postmitotickych transkripénich faktor(, zapojeny do pozdéjsi faze
diferenciace DA neuronu. Jeho exprese se vyskytuje jeden den po startu exprese Nurrl, tedy relativné

pozdé, a probiha soucasné s expresi TH v Case E11,5 a je téZ udrZovana po zbytek Zivota (Smidt et al.,
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1997). Exprese Pitx3 je vyhradné omezena na oblast SNc, kde je jeho pfitomnost vyZzadovana pro
tvorbu subpopulace SNc na pocatku termindlni diferenciace DA neuronl (Smidt et al., 2004). Pitx3
pravdépodobné reguluje expresi TH, coz muze klast otazku, zdali je pfitomnost Pitx3 sama o sobé
dostatecna pro indukci exprese TH (Cazorla et al., 2000). Dale bylo , Ze Pitx3 se spolecné s Nurrl podili

na uréeni DA fenotypu, prostfednictvim indukce DA markerll VMAT2 a DAT (Hwang et al., 2009).

Nedostatek Pitx3 vedl béhem terminalni diferenciace ke ztraté nové vznikajicich DA neuronl v
SNc. Nedostatek Pitx3 také zpUsobil ztratu exprese TH, coZ koreluje s potfebou Pitx3 pro regulaci a
indukci exprese TH v DA neuronech a celkové ztraty DA neuronl (Hwang et al., 2003; Maxwell et al.,

2005).

2.2. Signalni drahy v generaci dopaminergnich neuront stfedniho mozku

Primarni roli téchto morfogentl je stanovit béhem neurélniho vyvoje ventralni identitu ve stfednim

mozku. Jsou zapojeny do kontroly indukce, specifikace a udrZzovani Zivotaschopnosti DA neuronl.

2.2.1. Signalizacni protein Shh

Sekrecni protein Shh je jednim z prvnich morfogen(, ktery se podili na vyvoji DA neuronl. lJe
exprimovan béhem ¢asné embryogeneze v chordé podél ventralni nervové trubice a pozdéji. Na tomto
misté hraje roli ve fenotypové specifikaci ventralnich neuront po celé délce CNS. Indukuje diferenciaci
DA neuronll ve stfednim mozku a je jednim z prvnich specifikacnich faktor(i, jehoZ exprese je
vyzadovana pro indukci diferenciace FP. Jeho exprese pretrvava i po tomto indukénim obdobi a pozdé;i
je exprimovan v FP (Hynes et al., 1995; Ericson et al., 1996; Miao et al., 1997). Na obr. 6 je vidét schéma

signaliza¢ni kaskady Shh.

Shh indukuje expresi Lmxla, ktera nasledné indukuje expresi svého efektoru Mshi, ktery
pozitivné reguluje expresi Ngn2 (Andersson et al.,, 2006a). Soucasné bylo objeveno, ze Shh
exprimovany z FP hraje klicovou roli pfi indukci fenotypu DA prostfednictvim indukce exprese
transkripéniho faktoru Gli, kterym indukuje a reguluje expresi transkripcniho faktoru Foxa2 (Sasaki et
al., 1997). Dale bylo objeveno, Ze Shh chrani DA neurony pfed neurotoxinem MPTP jn vitro (Miao et
al., 1997). Spolecné s morfogenem Fgf8 stanovuje spravné AP a DV vzorovani nervové trubice (Ye et

al., 1998).
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Obrdzek 6] Zapojeni Shh do signalizacni kaskddy, jenZ svoji aktivitou indukuje expresi transkripcnich

faktort zapojenych do vyvoje DA neurond.

2.2.2. Signalizacni protein Wnt

Protoonkogen Wntl je exprimovdan vyluéné ve vyvijejicim se CNS, konkrétné v MHB a dospélych
varlatech, start exprese je pfiblizné v ¢asu E9 a je nadale udrZovana (Wilkinson et al., 1987; McMahon
& Bradley, 1990). Wntl je vyzadovan pro proliferaci progenitor(i, béhem neurogeneze kontroluje
molekularni kaskadu, prostfednictvim regulace transkripcnich faktorl Otx2 a Nkx2-2, ktera je nezbytna
k vytvoreni domény DA progenitord v ¢asném embryonalnim vyvoji. Mimo to podporuje diferenciaci
na postmitotické prekurzory a nasledné se podili na signalizani kaskadé terminalni diferenciace a
ustanoveni DA fenotypu (viz obr. 7) (Castelo-Branco et al., 2003; Prakash et al., 2006). Diferenciace je
regulovana prostrednictvim kontroly exprese nékolika transkripénich faktor( jako je Lmxl1a/b, Pitx3 a
Nurrl. Bylo zjisténo, Ze po startu exprese Lmxla dochazi k jakési autoregulaci mezi Wntl a Lmxla
(Chung et al., 2009). Odstranéni Wntl mélo za nasledek defektni expresi Lmx1a, Nurrl a Pitx3 a Uplnou

ztratu neuront DA (Prakash et al., 2006; Andersson et al., 2013) .
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Obrazek 7| Schématické zndzornéni prirezu stfedniho mozku FP a prekryvajicich se expresi Shh (Cernd)
a Wntl (zelend). Wntl zajistuje spravné ustanoveni progenitorové domény a udrZeni vznikajicich
postmitotickych prekurzoru. Otx2 (Zluty) je v této fdzi exprimovdn v celém mozkovém neuroepitelu,
ktery se prekryvad s uzkym pruhem odpovidajicim expresni doméné Nkx2-2 (Cervend). Protein Otx2 je
zase nezbytny pro represi Nkx2-2 na tomto tuzemi neurdini trubice. B) Wnt1 indukuje expresi Pitx3 a
Nurrl béhem termindlni diferenciace. Plné Sipky oznacuji pfimé genetické interakce; prerusované sipky
oznacuji genetické interakce, které jsou dostatecné pouze pro aktivaci, Ci represi odpovidajiciho genu.

(prevzato z Prakash et al., 2006) — upraveno
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3. Diferenciace dopaminergnich neuron in vitro

V soucasné dobé, kdy se zvySuje pramérny vék Zivota, se soucasné s tim zvySuje pravdépodobnost
onemocnénim néjakou neurodegenerativni chorobou. V soucasnosti se odhaduje, Ze pfiblizné 2%
celkové populace trpi Parkinsonovou chorobou. Je zplsobena ztratou dopaminergnich neuront v SNc.
Jako velka nadéje v boji proti tomuto onemocnéni se jevi moZnost generovat DA neurony in vitro,
naptiklad neuralni kmenové (NS) buriky jsou mozné pouzit pfi |é¢bé PD. Nicméné generace NS bunék
je komplikovand a vyvéra zde otdzka, jak moc je to etické. Jako moznost se tedy jevi vyuZit moznost
preprogramovani somatickych bunék jako fibroblastll nebo wvyuZiti kmenovych bunék, vcetné
embryondlnich kmenovych (ES) bunék, indukovanych pluripotentnich kmenovych (iPS) bunék a

mezenchymalnich kmenovych (MS) bunék.

> @"') > 1 > O > )f

iPS bufiky DA progenitory  Proliferace DA progenitorQ Postmitotické buiiky Zralé DA neurony

Obrdzek 8| Pribéh diferenciace z indukovanych pluripotentnich bunék na zralé DA neurony. (prfevzato
z Fedele et al., 2017) - upraveno

Pluripotence je schopnost bunék diferenciovat se, ze vSech tfi zarodecnych vrstev, do riznych
bunécénych typd, vcetné DA neurond. Studium kmenovych bunék se zaméruje na dlouhodobé cile jako
Uspésné odvozeni pluripotentnich kmenovych bunék z bunék pacienta. Pluripotentni kmenové buriky
mohou vznikat pfirozenym vyvojem nebo preprogramovanim somatické bunky — fibroblastu

(Takahashi et al., 2007). Typickym prikladem pluripotentni buriky jsou ES bunky.

3.1. Pluripotentni kmenové bunky

3.1.1. Embryonalni kmenové bunky

Vznikaji z totipotentnich bunék z vnitini strany blastocysty (Thomson et al., 1998). Vykazuji proliferacni
i diferenciaéni schopnost, tudiz je Ize efektivné diferenciovat na nepreberné mnozstvi bunéénych typu
in vitro, a tedy i na neuralni prekurzorové bunky, které vedou ke vzniku neuronovych bunék v kulture
(viz obr. 8) (Wernig et al., 2008).

Pocatecni pristupy neurdlni diferenciace byly zaloZeny na pfizplsobovani protokolli mysich

neurdlnich bunék, k vyvoji lidskym burikdm. Diferenciace DA neuron( z ES bunék in vitro by méla
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zaviset na indukci stejnych transkrip¢nich faktord, které jsou exprimovany v burikach CNS in vivo (Lee
et al., 2000). Existuje nékolik pristupl pro diferenciaci DA neuron(l, mezi dvé hlavni metody se fadi
metoda co-kultury a systém embryodnich télisek. V zasadé vsechny metody diferenciace DA neuronf,
vyuzivajici pluripotentni kmenové buriky primdrné sdileji tfi zakladni diferenciacni stadia: neuralizaci,

specifikaci a maturaci.

3.1.1.1. Metoda embryodnich télisek

Prvni predstavenda metoda ziskavani DA neuronl z mysSich ES bunék byla zaloZena na generaci
embroidniho téliska a selekci bunék pozitivnich na nestin (Lee et al., 2000). Metoda, obsahuje nékolik
krokd; indukci neuroepitelidlnich bunék v nepfitomnosti rdastovych faktord, diferenciaci
neuroepitelialnich bunék na progenitory stredniho mozku za pritomnosti sekrecnich proteini FGF8 a
SHH, a naslednou diferenciaci progenitor(, prostfednictvim neurotrofnich faktor(, na TH pozitivni
buriky, schopné uvolfiovat dopamin (Ma et al., 2011). Bylo zjisténo, Ze nadmérnd exprese

transkripcniho faktoru Nurrl, zvySuje podil TH pozitivnich bunék (Kim et al., 2002).

3.1.1.2. Metoda co-kultury

Nedlouho poté byla zvefejnéna dal$i metoda pro generovani DA neuronl. Metoda zaloZend na co-
kultute ES bunék, kterd neprobiha v agregatech jako EB systém, ale na monovrstvé stromalnich bunék
odvozenych z kostni dfené. Pti neurdlni indukci co-kultiva¢ni metodou se vyuzivaji vyZivujici stromalni
buriky MS5 a PA6 spolu s podplrnymi rdstovymi faktory nebo astrocyty stfedniho mozku (Perrier et
al., 2004; Roy et al., 2006). Pti absenci exogenniho kostniho morfogenetického proteinu 4 (BMP4) se
ES buriky mohou diferenciovat na neuraini prekurzory a neurony (Carpenter et al., 2006). Co-kultura
podporuje predevsim vznik neurdlnich prekurzord, které mohou byt aktivaci SHH a FGF8 signalizacnich
proteind diferenciovany na DA neurony (Kawasaki et al., 2000; Yan et al., 2005). U&innost generovani
TH-pozitivnich neurond touto metodou je srovnatelnd s Ucinnosti sloZitéjsi metodou EB, s nadmérnou

expresi Nurrl(Carpenter et al., 2006).

3.1.1.3. Indukované pluripotentni kmenové bunky

Navzdory obrovskému potencialu, ktery ES burky nabizeji, at uz ve vyvojové biologii nebo
transplanta¢ni mediciné, nardzi zde na odpor ¢asti populace v oblasti etiky. Nicméné se v roce 2006
objevilo moZné rfeSeniv podobé preprogramovani somatickych bunék na tzv. indukované pluripotentni
kmenové (iPS) bunky (Takahashi & Yamanaka, 2006). iPS buriky jsou svoji proliferaci, morfologii,
povrchovymi antigeny a genovou expresi podobné ES bunkdam (Takahashi et al., 2007). Tvofi tedy

stejné jako ES buriky neomezeny zdroj, jakéhokoliv typu lidskych bunék.
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Nasledné stejné jako u ES bunék probihd nékolik vyvojovych krokl, zadinaje vytvorenim
ektodermu, neurdlni ploténky, neuroepitelidlnich bunék, naslednym vytvofenim FP a stejnym
mechanismem vytvofeny DA progenitory, které se ve ventrikuldrni zéné, za pritomnosti ektopickych
gen(, diferencuji na postmitotické neurony, které migruji do dalsich vrstev a nasledné se diferencuji

na zralé DA neurony.

V4

3.2. Pfimé preprogramovani somatickych bunék na dopaminergni neurony

Dalsi slibny zplsob ziskavani DA neuronl spodiva v pfimém preprogramovani fibroblastl na zralé
neurony. Pomoci pfimé konverze se mGzeme chytfe vyhnout nékolika vyvojovym kroklim. Mlzeme
tim sniZit imunitni reakci a vyhnout se tvofenim nadora. Existuje nékolik pristupl primé konverze
fibroblastll. Podle jedné studie staci pouze tfi transkripcéni faktory k vytvoreni funkénich indukovanych
neurond, Brn2, Mytlla Mash1 (Vierbuchen et al., 2010). Mezi dalsi pfistupy pfimé konverze fibroblastu
na neurony patii ektopickd exprese miRNA nebo vyuziti malych molekul (Victor et al., 2014; Hu et al.,
2015). Indukované DA neurony jsou schopné uvoliovat dopamin a stejné jako DA neurony vykazuji

spontanni elektrickou aktivitu (Caiazzo et al., 2011).

3.2.1. Indukce pomoci transkrip¢nich faktoru

Indukce nervovych bunék z fibroblastl pomoci transkripénich faktort spolu s faktory uréujici identitu
DA neuronll Lmxla a Foxa2 generuji funkéni DA neurony, aniz by se vratily do stadia progenitorovych
bunék (Pfisterer et al., 2011). Podstatnou ulohou Lmx1a je indukce exprese Msx1, ktery spolu s Lmx1la
pomdahd urcit DA identitu (Andersson et al.,, 2006a). Do konverze je zapojeno nékolik dalSich
transkripénich faktord jako Ngn2, Sox2, Otx2 a Nurrl. Nicméné nedavnd studie naznaluje, Ze

transkripéni faktory Ngn2 a Sox2 jsou postradatelné (Sheng et al., 2012).

Podstatnym faktorem je Nurrl. Stejné jak bylo uvedeno vyse, protein Nurrl spolu s Pitx3
reguluje termindlni diferenciaci DA neuron(, fFidi diferenciaci postmitotickych bunék az
k plnohodnotnym DA neuronli a navozuje expresi gent TH, VMAT, DAT a dalSich, urcujici finalni
fenotyp DA neuroni ve stfednim mozku (Zetterstrom et al., 1997; Sacchetti et al., 1999; Hermanson
et al., 2003; Smits et al., 2003). Nicméné rizika spojena s genetickymi manipulacemi mohou
v budoucnu vyustit k omezeni vyuZiti (Qin et al., 2020). Bylo objeveno, Ze Uc¢innost konverze mUize byt
zvySena malymi molekulami v kombinaci s minimalnim poc¢tem transkrip¢nich faktord (Ladewig et al.,

2012).
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3.2.2. Indukce pomoci malych molekul

Alternativni pfistup prfimého preprogramovani je nahrazeni transkripénich molekul malymi
molekulami, které aktivuji endogenni expresi neuronové specifickych gend a tim fibroblasty
preprogramuji na funkéni neurony (Li et al.,, 2015). Mezi tyto malé molekuly, které jsou schopny
indukovat neurdlni osud bunék patfi napriklad CHIR99021, GSK-3[3, Repsox, SB-431542 a LDN-193189
(Ladewig et al.,, 2012; Cheng et al.,, 2014). lejich vyhoda spociva v propustnosti a snadné
manipulovatelnosti, jelikoZz ucinky jsou reverzibilni a lehce se reguluji koncentraci a vzdjemnou
kombinaci. Jejich syntéza je finan¢né udrzitelné a co je podstatné, nejsou schopné navodit imunitni
reakci. Indukované DA neurony pomoci metody malych molekul a proteint definujici identitu DA
neuronl, vykazovaly neuralni morfologii, elektrofyziologické vlastnosti a zaroven exprimovaly DA

markery (Qin et al., 2020).

3.3. Mezenchymalni kmenové bunky

Mezenchymalni kmenové (MS) buriky jsou multipotentni kmenové buriky se schopnosti samo-obnovy
a diferenciace do nékolika rdznych bunécnych typl, véetné chondrocytl, adipocytl, osteoblastl a
neurond (Bardach & Kelly, 1988). Multipotentni MS buriky se nachazi témér ve vsech tkanich, véetné
tukové tkané, placenty, kostni dfené a mnoho dalsich (Pittenger et al., 1999; Zuk et al., 2001; Anker et
al., 2004; Zhang et al., 2004). Navic se ukazalo, Ze maji protizanétlivé a trofické vlastnosti. Podporuji
neurogenezi a neuroprotekci, jsou imunosupresivni a po transplantaci nevytvari nadory (Schwerk et
al., 2015). Sohledem na tyto vlastnosti, véetné vysoké etnické prijatelnosti a snadné izolaci jsou

povazovany za idealni zdroj pro produkci DA neuron(.
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Obrdzek 9| Schéma diferenciace MS bunék na DA neurony, indukci riiznych signdlnich molekul. KIic:
kyselina retinovd (RA), neutroficky faktor (BDNF), 3-isobutyl-1-methyxanthin (IBMX). (prevzato z
Venkatesh & Sen, 2017) — upraveno
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3.3.1. Porovnani zdroji MS bunék pro dopaminergni diferenciaci

Multipotentni MS buriky, jak uz bylo uvedeno vyse, mohou byt izolovany z mnoha moznych zdroju.
Hlavnim zdrojem pro produkci DA neuron( se uvadi kostni dfen a tukova tkan (Pittenger et al., 1999;
Zuk et al., 2001). Nicméné lze vyuzZit i jiné tkané, v€etné zdrojl z perinatalni faze, zahrnujic napfriklad
izolaci z krve pupecni $iliry a plodové vody (Anker et al., 2003; Seshareddy et al., 2008). Nékolik studii
ukazalo, Ze MS bunky se mohou in vitro diferenciovat na DA neurony, schopné exprese DA marker,
elektrofyziologické aktivity a sekrece dopaminu. Uroveri neuralni diferenciace oviem zaleZi na pGvodu
zdroje MS bunék (Wegmeyer et al., 2013) a tedy i Ucinnosti generace DA neurond, a to v rozmezi cca
11% - 71%, (Jiang et al., 2003; Dezawa et al., 2004; Trzaska et al., 2007; Ko et al., 2015). Nicméné pfri
nedostatecné indukci a podplrného materidlu dochazi ke Spatné kontrole Zivotaschopnosti a

diferenciace bunék (Bagher et al., 2016). Na obr. 9 je vidét nékolik zdrojd multipotentnich bunék pro

moznou diferenciaci.

3.3.1.1. Kostni dien

Stromalni buriky kostni dfené (BMMS) pochazi z kosterni tkané a tvofi velky a snadno dostupny zdroj
MS bunék. Lze je snadno izolovat, a zaroven zachovat jejich plasticitu. Maji nizky potencidl k vytvareni
malignich bunék, a stejné jako vétsina multipotentnich bunék mohou byt indukovany k diferenciaci na
neurony (shrnuto v Bianco et al., 2001). Kromé toho maji BMMS buriky imuno-modulacni vlastnosti a
snizZuji zanét (Tse et al., 2003).

Mezi nejslibnéjsi studie s vyuZitim kostni dfené jako zdroje MS bunék a kombinaci SHH a
rastovych faktor( FGF8 a bFGF Ize DA neurony generovat s U¢innosti az 67% (Trzaska et al., 2007). Pfi
dodani Lmx1la se fenotyp DA neuront vyrazné zvysil (Barzilay et al., 2009). Takto diferencované DA
neurony z MS bunék vykazovaly expresi DA specifickych marker0, véetné Nurrl, TH, Pitx3 a DAT a byly
tak oznaceny za zralé DA neurony (Trzaska et al., 2009). Tyto vysledky podporuji vyuziti BMMS bunék

jako zdroj pro in vitro generaci DA neuron(.

3.3.1.2. Wharton's jelly

Wharton's jelly je oblast v pupecni $nlfe, ze které mohou byt izolované MS burky. Wharton's jelly
mezenchymalni kmenové (WIMS) buriky jsou zndamé svym potencidlem diferencovat se na
mesodermalini a ne-mesodermaini bunky, tedy véetné neuronld. Zisk neurond exprimujici
neurofilamenta z MS bunék pupecni $ndry bylo cca 87% (Fu et al., 2004). Déle bylo prokazano, ze WJMS
bunky maji schopnost diferenciace na DA neurony, a to s Ucinnosti ptiblizné 12,7% (Fu et al., 2006).
Maji vyssi proliferacni potencial a vétsi in vitro expanzni vlastnosti nez dalsi MSC odvozené z dospélych

tkani jako napriklad z kostni dfené (Wu et al., 2009).
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Pupecni $ilira je embryonalni tkan, kterd spojuje matku a plod. Zaroven se jednd o
nekontroverzni zdroj multipotentnich bunék s nizkou imunologickou nekompatibilitou. To naznacuje
moznost vyuziti WIMS bunék jako potencidlné zajimavé ndhrady MS bunék kostni dfené pro alogenni
aplikace (Yoo et al., 2009).

Neurdlni indukce DA neuron( z Wharton's jelly oblasti probihala postupnou kultivaci s uZitim
SHH, FGF8 a forsokolinu (Fu et al., 2006; Paldino et al., 2014). Forsokolin zvySuje intracelularni hladinu
cAMP a podporuje vyvoj a preZiti DA neuronu ve stfednim mozku (Paldino et al., 2014). Tyto
dopaminergni neurony byly poté transplantovany do striata potkand, u nichZz drive doslo k
Parkinsonové chorobé. Vysledky ukdzaly, Ze transplantace in vitro diferencovanych HUMSC zmirnila
rotaci vyvolanou lézi amfetaminem u parkinsonskych potkan(, coz tedy miZeme brat jako dikaz pro
medicinalni vyuZiti (Fu et al., 2006). Zajimavé je, ze i kdyZz maji WIMS buriky a BMMS burky spolecny

plvod, tak maji své jedine¢né vlastnosti (shrnuto v Weiss & Troyer, 2006; Paldino et al., 2014).

3.3.1.3. Tukova tkan

Dals$im mozZnym zdrojem MS bunék muzZe byt tukova tkan. Mesenchymalni kmenové burnky odvozené
z tukové tkané (ATMS) Ize je snadno ziskat ve velkém poctu s minimalnimi vedlejSimi Gcinky a
umrtnosti, zvlasté ve srovnani s BMMS burikami. Kromé toho mohou byt ATMS burky Stépeny do
rGznych autolognich mist u pacienta, na rozdil od WJMS bunék (Marei et al., 2018).

Takto ziskané multipotentni buriky maji stejné jako ostatni MS burky schopnost regenerace a
multipotentni diferenciace. Stejné tak jsou ATMS imunosupresivni a s nizkym potencidalem pro tvorbu
malignich bunék (Schwerk et al., 2015). DA neurony odvozené z ATMS bunék, po inkubaci s rlstovymi
faktory vykazovaly DA specifické markery, a navic se i vyznamné zvysila exprese MAP2, PITX3 a TH
faktor( (Rad et al., 2017). Nicméné ATMS buriky, nejsou tak dobre prostudovany a je tfeba je podrobit

dalSimu vyzkumu.
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4. Evolucni aspekty signalnich diferencnich drah

Dopamin, jako jeden z hlavnich neurotransmitert, rozhodné hral klicovou roli v adaptaci chovani zvifat
po celou dobu vyvoje. DA fenotyp zavisi na souc¢asné expresi mnoha molekularnich sloZek skladajiciho
se z biosyntetickych enzym{ TH, AADC a transportéri DAT a Vmat2, jak bylo popsano vyse. Vétsina
téchto sloZek je spolecna napfic¢ ostatnimi monoaminovymi systémy, jejichz funkéni flexibilita a
vyvojova schopnost poskytovana duplikaci odpovidajicich geni umoznila velkou diverzifikaci téchto
systému, coz naznacuje spolecny plvod téchto systému. Tyto rysy pfispély k pfizplsobeni mozkovych

funkci velmi variabilnimu zpUsobu Zivota obratlovcll (shrnuto v Yamamoto & Vernier, 2011).

4.1. Mezencefalicka pohybova oblast

Jedna oblast umisténa ve stfednim mozku, ze které Ize iniciovat pohyb, je mezencefalickd pohybova
oblast (MLR). KdyZ je oblast MLR aktivovana, vytvari svalové synergie, které jsou zakladem pro pohyb
vétsiny Zivocichl (Cabelguen et al., 2003). ZvySovani intenzity stimulace MLR vede k rostouci aktivaci
retikulospinalnich (RS) bunék a postupnému zvySovani rychlosti pohybu (Cabelguen et al., 2003). MLR
prijima projekce z bazalnich ganglii, véetné SNc. DA neurony z SNc moduluji pohyb pomoci svych
vzestupnych projekci do bazalnich ganglii, které sméruji doll do MLR a oblasti mozkového kmene
ovladajici pohyb. Jejich regulaéni funkce excitability striatalnich bunék vede pfi disfunkci vzestupné DA
drahy k motorickym deficitim a ke vzniku PD (Ryczko et al., 2013). Nicméné kromé svych vzestupnych
projekci, DA neurony vytvareji také prfimé sestupné projekce z SNc, do pohybovych siti mozkového
kmene (Ryczko et al., 2013).

Aktivita DA neuronli, kterd fidi pohyb je ovldddana prostifednictvim nékolika
neurotransmiterovych systémdu, vcetné kyseliny y-aminomaselné, acetylcholinu a glutamatu.
Cholinergni neurony jdou difuzni populaci, smérujici dorso-kaudalnim smérem k SNc a evokuji DA
neurony k aktivité (Clarke et al., 1987; Xiao et al., 2009; Estakhr et al., 2017). MLR bylo objeveno u
vsech obratlovcl, od mihuli, mlokl az pres vyssi zastupce jako ptakl, mysi a opic, jednd se o velmi
konzervovanou strukturu kontrolujici pohyb napfi¢ vSemi obratlovci (Eidelberg et al.,, 1981;
Sholomenko et al., 1991; Cabelguen et al., 2003; Sirota et al., 2000; Lee et al., 2014; Ryczko et al.,
2017).

4.2. Vzestupné projekce dopaminergni drahy

Vzestupné projekce DA drahy by se daly popsat jako nervové cesty, které vedou nahoru z michy
smérem k mozku a pfenasi smyslové informace. Existuji dvé varianty téchto drah, pfima a nepfima (viz

obr. 10 a 11). Prvni upfednostiuje expresi DA D1 receptord, prostfednictvim dopaminu, jenz zvysuje
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excitabilitu striatalnich neurond, které se pfimo promitaji do vystupnich neurond bazalnich ganglii
(Gerfen et al., 1990). Bazalni ganglia jsou skupinou subkortikalnich jader, mezi které patfi striatum,
vnéjsi segment globus pallidus (GPe), vnitfni segment globus pallidus (GPi), subthalamické jadro (STN)
a SN. Pfima draha predstavuje pfimou cestu bazalnimi gangliemi, pfi které substantia nigra pars
reticula (SNr) dostéavaji pfimé projekce ze striata. Vysledkem je nasledna projekce do MLR, zpUsobujici

zmirnéni inhibice vysilané z bazalnich ganglii a umoznéni pohybu (shrnuto v Albin et al., 1989).

Druhd varianta je nepfima projekce, ktera vede skrz neurony bazalnich ganglii. Exprimuje se
DA D2 receptor, kdy ze striata nedochazi k projekci pfimo do SNr, ale draha zacind projekci ze striata
do GPe pres STN, které opét cili na vystupni Uroven bazalnich ganglii vedouci nasledné do MLR.
Vysledkem je opét sniZzena inhibice motorickych center (shrnuto v Albin et al., 1989). TéZ shrnuto v
(Ryczko & Dubuc, 2017; Fougere et al., 2019). Konektivita bazalnich ganglii, véetné vSech slozek a
projekci je mezi obratlovci, od mihuli aZz po savce vysoce konzervovana. To mlZe naznacovat na
evolucni zaklad bazalnich ganglii u soucasnych obratlovc(, a tedy poloZeni zaklad(i umoznujici lokomoci
u vSech obratlovcd (Pombal et al.,, 1997; Stephenson-Jones et al., 2011). VSechny tyto poznatky
samoziejmé vedly k hypotéze, Ze disfunkce v téchto projekcich vede ke vzniku PD (Kravitz et al., 2010).
Nicméné byla objevena dalsi projekce DA drahy, kterd ma pfinejmensim stejny vyznam jako vzestupné
projekce. Jedna se o sestupnou DA drdhu, ktera obchazi bazalni ganglia a Usti pfimo do MLR (Beckstead

et al., 1979).

.,—-"Mi%.v'.-.‘ ~
Bazalni ganglia
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Obradzek 10| Schéma vzestupné projekce DA drdhy, zacinajici ze substantia nigra pars compacta (A9) a
koncici v mezencefalické pohybové oblasti (MLR). Ve striatu jsou zndzornény D1 a D2 receptory
umoZznujici bud’ prfimou nebo nepfimou drdhu. MLR zahrnuje pedunkulopontinni jadro, ze kterého jsou
vysildny projekce do retikulo-spindiniho (RS) jadra, které zase vysild projekce do spindlniho centrdlniho
generdtoru (CPG) vytvadrejici vzory pohybu (prevzato z Fougére et al., 2019) — upraveno
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4.3. Sestupna projekce dopaminergni drahy

Role sestupné dopaminergni drahy v regulaci pohybové aktivity byla prvné popsana u jednoho
z nejstarsich zastupcl obratlovcl, u mihule. Sestupna projekce DA drahy u mihuli zacina z posterior
tuberkula (PT) a ustici v MLR. PT je diencephalickd oblast, ktera obsahuje populaci DA neurond a je tak
povaZzovana za homologa k SNc u savcl. Poskytuje vstup do oblasti MLR, kde prostfednictvim
uvoliovaného dopaminu zavislém na receptoru D1 silné zpUsobuje lokomoci (Ryczko et al., 2013).
Omezeni funkce D1 receptor( v MLR vedla ke snizené frekvenci pohybu (Ryczko et al., 2017).Tato
projekce byla stejné jako u vzestupnych drah popsana u nékolika obratlovc(, véetné mihule, mloka,

mysi a opic (Rolland et al., 2009; Ryczko et al., 2013; Ryczko et al., 2016).

A9 Sestupnd draha

AN MLR
NS ks
\*CPG

Obrdzek 11| Schéma sestupné projekce DA drdhy, kterd obchdzi bazdlni ganglia a sméruje primo do
MLR, ze kterého stejné jako u vzestupné drdhy ndsledné probihaji projekce do mozkového kmene
umoZnujici pohyb.

Pfi srovnani vzestupnych a sestupnych projekci meso-diencefalickych DA neuron® u mihuli,
mlokd a krys se ukazuje, Ze podil vzestupnych projekci se béhem evoluce zvysuje. To mlze vyplyvat z
rostoucich pozadavk(l zplsobenych expanzi bazalnich ganglii u savci, oproti fylogeneticky starSim
zastupclm obratlovcl (Ryczko et al., 2016). Mihule patfi do fylogeneticky nejstarsi skupiny obratlovci,
ktera se od evolucni linie savcl lisi pfiblizné o 564 miliona let (Kumar & Hedges, 1998). To znamena,
Ze tyto projekce bazalnich ganglii, které se nyni vyskytuji i u vyssich obratlovcl jako ptak( nebo
vySe zminéné studie, které popsaly DA projekce u riznych druhl obratlovcl (shrnuto v Grillner &

Robertson, 2016).
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PD je zplisobena progresivni ztratou nigrostriatalnich DA neuronl nachazejici se ve stfrednim mozku.
Toto zjisténi vedlo k expanzi vyzkumu DA neurond. Béhem poslednich 20 let doslo ve vyzkumu DA
neuronl k obrovskym poznatkim, které vedly k lepSimu pochopeni mnoha molekularnich procesl a
mechanism, které jsou zapojeny do jejich vyvoje a Zivotaschopnosti, véetné objeveni mozné konverze
z iPS bunék na plné diferencované neurony a stejné tak ptrimé transformace ze somatickych bunék.
Nicméné stéle vétsina véci z(stava neznama a ¢eka na objeveni. O co vic zajimavé je, Ze diskutovana
organizace DA neuron( stfedniho mozku se zda byt zachovana béhem celé fylogeneze obratlovc(, coz
mUZe znamenat, Ze tyto kritické prvky vzniku pohybu jsou napfi¢ vSemi obratlovci stejné, coz by nam
umoznilo vyuzit dalsi modelové systémy rdznych zastupcl z podkmene obratlovcll. Jejich studiem
bychom mohli ziskat kompletni pfedstavu o vzniku a ztraté DA neurond, a nasledné tyto vysledky vyuZit

pfi lécbé PD.
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