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Abstrakt 

Parkinsonova choroba (PD) je neurodegenerativní porucha způsobená v důsledku šířícího se procesu 

ztráty dopaminergních (DA) neuronů v oblasti substantia nigra pars compacta (SNc). DA neurony jsou 

hlavním zdrojem dopaminu (DA) v centrálním nervovém systému, jehož uvolňování hraje důležitou roli 

při řízení mnoha mozkových funkcí, včetně řízení nálady a pohybu. Indukce DA neuronů závisí na dvou 

signalizačních centrech Floor plate (FP) a Isthmickém organizátoru, známým také jako středo-zadní 

hranice (MHB) mozku. Utváří se signalizační kaskáda zapojující nemalé množství transkripčních faktorů, 

které prostřednictvím své exprese regulují diferenciaci DA neuronů. Následná stimulace plně 

maturovaných DA neuronů umožňuje uvolňovaní dopaminu v pohybových sítích mozkového kmene, 

což vyvolává pohyb. Nové objevy naznačují, že panuje detailní shoda mezi nejstaršími a dnešními 

zástupci obratlovců v organizaci DA drah. To může naznačovat, že tyto dráhy, jež mají současní zástupci 

obratlovců se vyvinuly již před více než 500 mil let.  

Klíčová slova: dopaminergní 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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Seznam zkratek  

AP anterior-posteriorní strana 

ATMS mesenchymální kmenové buňky odvozené z tukové tkáně 

BMMS mesenchymální kmenové buňky odvozené z kostní dřeně 

CNS centrální nervová soustava 

CPG spinálního centrálního generátoru  

DA dopaminergní   

DAT dopaminový transportér 

DV dorso-ventralní strana 

E embryonální 

FP  floor plate  

GPe vnější globus pallidus 

GPi vnitřní globus pallidus 

iPS indukované pluripotentní kmenové 

MHB středo-zadní hranice 

MLR mezencefalická pohybová oblast 

MS multipotentní kmenové  

NS neurální kmenové  

PD  parkinsonova choroba 

PT posterior tuberkulum  

RA kyselina retinová 

RP roof plate 

RS retikulo-spinální 

SNc / A9 substantia nigra pars compacta 

SNr substantia nigra pars reticula 

STN subthalamické jádro 

TH tyrosin hydroxyláza 

Vmat2 ventrikulární membránový transportér 

WJMS wharton's jelly mezenchymální kmenové 
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Úvod 

Dopaminergní (DA) neurony syntetizují neurotransmiter dopamin a tvoří hlavní zdroj dopaminu 

centrální nervové soustavy. Největší populace těchto buněk se nachází na ventrální straně středního 

mozku a je rozdělena na tři oblasti, a to v největší míře v Substantia nigra (SN oblast známá jako A9) a 

ve Ventrální tegmentální oblasti (VTA nebo také A10), oblast s nejmenším výskytem DA neuronů se 

nazývá Retrorubrální pole (A8) (Fallon & Moore, 1978; Schultz, 1986; Stott & Ang, 2013). Počet DA 

neuronů ve středním mozku se napříč živočišnými druhy liší. U myší se jedná o cca 25 000 DA neuronů, 

u krys je tento počet až 35 000. U dospělého člověka nacházíme mnohonásobně vyšší počty 450 000 – 

600 000 DA neuronů (German et al., 1983; Pakkenberg et al., 1991; German & Manaye, 1993). Tyto 

neurony jsou promítány do předního mozku a tvoří tak nigrostriatální, mezolimbickou a mezokotikální 

dráhu dopaminergního systému. SN je rozdělena na 3 podskupiny; SN pars compacta (SNc), SN pars 

lateralis a SN pars reticulata (shrnuto v Hernández & Rodríguez, 2000). Neurony nacházející se v SNc 

inervují dorsolaterální striatum a caudate putamen, tvoří nigrostriatální dráhu, která je klíčová 

v kontrole motorických funkcí a pohybu jako součást systému, motorické smyčky bazálních ganglií 

(shrnuto v Chinta & Andersen, 2005; Prakash & Wurst, 2006; Arenas et al., 2015). Největší inervace 

vede do striata (Schultz, 1986). Každá oblast DA neuronů je určená pro kontrolu/regulaci specifických 

funkcí mozku. Se stárnutím se počet DA neuronu ve středním mozku snižuje přibližně o 40% (Fearnley 

et al., 1991).  

 Ztráta DA neuronů v SNc vede k neurodegenerativnímu onemocnění zvaném Parkinsonova 

choroba (Schultz, 1986). Toto neurodegenerativní onemocnění jako první popsal britský lékař James 

Parkinson v roce 1817 (Horowski et al., 1995). Parkinsonova choroba (PD) je druhým nejčastějším 

neurodegenerativním onemocněním. Je způsobena ztrátou DA neuronů v SNc, přičemž musí dojít ke 

ztrátě přibližně 80% dopaminu ve striatu a 50% nigrálních neuronů, pro objevení prvních příznaků 

choroby (shrnuto v Marsden, 1990). Nedostatek dopaminu se projevuje postupným zhoršováním 

ovládání motorických funkcí. Jeho největším rizikovým faktorem je věk, kdy během 45 – 94 let života 

dochází téměř až k exponenciálnímu výskytu a postihuje bezmála 2% světové populace starší 60let 

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

 Můžeme tedy tvrdit, že je zde tedy přímá korelace, kdy s narůstajícím věkem populace se 

zvyšuje riziko neurodegenerativního onemocnění. Měli bychom si však uvědomit, že nemoci spojené 

se stárnutím mohou být důsledky biologických procesů, které je třeba pochopit a zkoumat z evolučního 

hlediska (shrnuto v Rose et al., 2002). Jelikož jedinec s PD ve volné přírodě dlouho nepřežije, nemohl 

být vyvíjen selektivní tlak na naše předky a tedy nemohli získat odolnost vůči neurodegeneraci (shrnuto 

v Vernier et al., 2004). 
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Cíl práce 

Cílem práce je popsat základní molekulární mechanismy diferenciace dopaminergních neuronů v 

mozku zdravých lidí a lidí trpících Parkinsonovou chorobou. Důraz je kladen na evoluční aspekty 

signálních diferenciačních drah a na možnost in vitro diferenciace dopaminergních neuronů z 

pluripotentních a multipotentních kmenových buněk.  
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1. Vývoj DA neuronů in vivo  

Vznik DA neuronů zahrnuje několik komplexních kroků jako časného utváření středního mozku, 

specifikaci mitotických prekurzorů, diferenciaci postmitotických DA neuronů až po maturaci DA 

neuronů. Během těchto fází dochází ke vzájemné souhře transkripčních faktorů a morfogenů 

umožňující správný vývoj DA neuronů. Mozek je během toho rozdělován do několika oblastí na přední, 

střední a zadní část. Mezi střední a zadní částí vzniká organizační cetrum zvané Isthmic organizátor. 

Spolu se signalizačním centrem zvaném Floor plate (FP), uvolňují signalizační proteiny, které  hrají 

nezastupitelnou roli ve správné regulaci exprese transkripčních faktorů a tím umožňují vznik DA 

progenitorů.  

1.1. Časné utváření středního mozku 

1.1.1. Utváření nervové trubice 

Při gastrulaci vajíčka vznikají tři zárodečné listy endoderm, mezoderm a ektoderm. Specifickým typem 

ektodermu je neuroektoderm, který dává vzniku nervové soustavě, pomocí neuroepithelianích buněk. 

Tyto buňky formují neurální ploténku, jejíž okraje se zvednou a vytvoří neurální valy, které se přeloží, 

následně spojí a vytvoří tak neurální trubici (viz obr. 1). Neurální trubice se rozvíjí do čtyř domén přední 

mozek, střední mozek, zadní mozek a mícha. Na ose hřbetní a břišní existují dvě struktury ovlivňující 

správný vývoj buněk. Roof plate (RP) a Floor plate (FP), umístěné podél hřbetní a ventrální středové 

linie neurální trubice. Jedná se o signalizační centra, uvolňující sekreční proteiny Wnt (RP) a Shh (FP). 

Společně pracují na specifikaci a vzniku různých typů neuronů ve vyvíjejícím se středním mozku, včetně 

DA neuronů 
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Obrázek 1| Schéma principu utváření nervové trubice. Okraje neurální ploténky se zvednou a vytvoří 

neurální valy, které se přeloží a následně spojí, a dojde tak k vytvoření neurální trubice. Červené šipky 

značí směr šíření Shh, vylučovaného z Floor plate a zelené šipky značí směr inhibitoru BMP vylučovaného 

z Roof plate. Spolu vzorují nervovou trubici podél její ventro-dorzální osy. (převzato z Shparberg et al., 

2019) – upraveno 

1.1.2. Utváření organizačního centra 

Ve vyvíjející se centrální nervové soustavě (CNS) se mezi oblastmi středního a zadního mozku tvoří 

středo-zadní hranice (MHB). Signalizační centrum zvané také jako Isthmic organizer, je sekundární 

organizátor, jehož formace začíná v čase E7.5 (Wassarman et al., 1997), prostřednictvím koordinované 

exprese a vzájemné represe Otx2 pro střední mozek, a Gbx2 pro zadní mozek (viz obr. 2) (Wassarman 

et al., 1997; Broccoli et al., 1999). 
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Během časné embryonální fáze se kolem rozhraní Gbx2 a Otx2 aktivují dráhy Wnt, Pax a Fgf8, 

které se zde podílejí na fungování MHB. Exprese transkripčních faktorů domény Pax (Pax2, Pax5) jsou 

důležité v regulaci a správného utváření středního mozku v ranném stádiu vývoje. Jejich exprese 

předchází transkripčním faktorům En1 a En2 (Urbánek et al., 1994; Rowitch & McMahon, 1995) a 

signalizačnímu proteinu Wnt1 (McMahon et al., 1992), který udržuje expresi En genů (Danielian & 

McMahon, 1996). Otx2 hraje zásadní roli v regulaci exprese genů En1 a En2, delece těchto genů vede 

ke ztrátě DA neuronů (Millen et al., 1994; Simon et al., 2001). Reguluje též signalizační proteiny Shh a 

FGF8 (Brodski et al., 2003) a zároveň je třeba k expresi Wnt1 (Rhinn et al., 1998). Signalizační protein 

Fgf8 je zásadní pro vývoj a správné utváření MHB (Meyers et al., 1998). Během pozdější fáze ranného 

utváření středního mozku dochází k ustanovení rovnováhy mezi na sebe závislých faktorů (shrnuto v 

Rhinn & Brand, 2001). 

 

Obrázek 2| Schéma komplexnosti genů vztahující se k organizačnímu centru. Otx2 je exprimován v 

rostrální nervové trubici a Gbx2 v zadní nervové trubici už od velmi raných stadií vývoje. V důsledku 

jejich interakce dojde k ustanovení hranice mezi nimi a vznikne tak MHB. Ostatní geny slouží k indukci 

exprese Fgf8 a zároveň pomáhají v definování oblasti středního mozku. (převzato z Nakamura et al., 

2005) – upraveno 
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2.1. Generace dopaminergních neuronů  

2.1.1. Specifikace dopaminergních progenitorů 

Specifikace buněčných typů závisí na správném fungování organizačních center, podléhající signálům 

aktivující expresi transkripčních faktorů. Specifikace začíná v čase E9 a končí přibližně v E14 (shrnuto v 

Gale & Li, 2008) a spouští se ustanovením anterio - posteriorní (AP) a dorzo - ventrální (DV) domény, 

to je řízeno signály z organizačních center a indukcí genové exprese, která rozlišuje zadní a střední 

mozek (Vernay et al., 2005). Signalizační centra FP a MHB společně kódují dvě signální molekuly, 

potřebné pro indukci neuronových prekurzorů, podél DV (Shh) a AP (Fgf8) os neurální trubice (Ye et 

al., 1998).  

 Glykoprotein Shh je exprimován chordou, indukuje vznik FP a později je exprimován FP (Echelard 

et al., 1993; Ericson et al., 1996). Sekreční protein Fgf8 je exprimován v MHB v zadním mozku a spouští 

expresi Wnt1, čímž pomáhá formování MHB (Crossley et al., 1996). Díky vzájemné interakci regulují 

transkripční faktory Lmx1a/b, Otx2, Ngn2, a Mash1 a ovlivňují tím identitu DA progenitorů (Smidt et 

al., 2000; Puelles et al., 2004; Andersson et al., 2006a; Andersson et al., 2006b;  Kele et al., 2006). 

Včetně skupiny transkripčních faktorů Foxa1, Foxa2 (Foxa1/2), pozitivně regulující expresi Lmx1a/b (Lin 

et al., 2009). Hrají tím nepostradatelnou roli pro správnou specifikaci neuronů na ventrální straně 

středního mozku (Puelles et al., 2004; Bayly et al., 2007). Prekurzory DA neuronů se pohybují ventrálně 

v proliferativní fázi na ventrální straně, při diferenciaci se jejich pohyb mění na laterální. Tímto buňky 

získají DA specifikaci a spouští neurogenezi, při které dochází k post-mitotické diferenciaci.  

 

2.1.2. Neurogeneze, diferenciace a migrace 

Neurogeneze probíhá ve ventrikulární zóně FP, kontrolovaná transkripčními faktory Mash1 a Ngn2 

(Andersson et al., 2006a; Kele et al., 2006). Současně je stále udržována exprese genů Otx2, Lmx1a/b 

a Foxa1/2, kontrolující identitu progenitorů (Puelles et al., 2004; Andersson et al., 2006a; Ferri et al., 

2007). Spolu s tím je antagonisticky potlačovaná exprese Shh signalizací Wnt / beta-katenin, přičemž 

jejich vzájemně vyvážená rovnováha je důležitá pro diferenciaci progenitorů do DA neuronů 

(Joksimovic et al., 2009; Tang et al., 2010). Odstranění beta-kateninu z ventrální části středního mozku 

vede ke ztrátě buněčné polarity DA progenitorů. V Důsledku toho dochází k narušení neurogeneze, a 

migrace DA neuronů do SNc (Tang et al., 2009). Následně DA progenitory generují postmitotické DA 

buňky – nezralé DA neurony, které se pomocí Ngn2 dostanou do střední vrstvy FP, kde přibližně v čase 

E10,5 začínají exprimovat protein Nurr1. Na obr. 3 a 5 je vidět zapojení genů v celkovém průběhu 

vývoje DA neuronů. 
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 Protein Nurr1 patří do rodiny intracelulárních transkripčních faktorů. Jeho indukce je 

pravděpodobně závislá na expresi transkripčních faktorů Foxa1 a Foxa2 (Ferri et al., 2007). Částečně 

určuje fenotyp DA a je důležitý pro regulaci tyrozin hydroxylázy (Th), vezikulárního monoaminového 

transportéru 2 a dopaminového transportéru (DAT) (Zetterström et al., 1997; Sacchetti et al., 1999; 

Hermanson et al., 2003; Smits et al., 2003). Myši, kterým chybí gen pro Nurr1 nejsou schopné 

generovat DA, brání vzniku TH, AADC, VMAT a DAT a umírají krátce po narození (Zetterström et al., 

1997; Castillo et al., 1998). Je tedy pravděpodobné, že Nurr1 funguje jako regulátor indukce 

neurotransmiter-fenotypové identity DA neuronů a podílí se na řízení exprese molekul regulující 

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

Obrázek 3| Schématické znázornění řezu Floor plate a exprese genů zapojených do průběhu 

neurogeneze a migrace. Ventriculární zóna (VZ) obsahuje radiální gliové buňky (RG, modré), které 

procházejí neurogenezí za účelem generování postmitotických neuroblastů (žluté). Ty následně, 

radiálně migrují střední vrstvou (IZ) a diferencují se na DA neurony (červená) v mantle zóně (MZ). Jak 

se buňky stávají neurony DA, migrují tangenciálně (TM) do SNc. RG buňky exprimují morfogeny a rané 

transkripční faktory, z nichž některé jsou také exprimovány v neuroblastech (Nb, žluté) a neuronech DA, 

což definuje celou linii DA neuronů. (převzato z Arenas et al., 2015) - upraveno 

 

 Nezralé, postmitotické DA neurony, ve kterých se nadále udržuje exprese transkripčních faktorů 

jako Foxa1/2 a Lmx1a/b, migrují radiálně podél vláken radiálních gliových buněk, skrz střední vrstvu 

(IZ) (Kawano et al., 1995). Během, které migrují do mantle zóny (MZ) a diferencují se na zralé DA 

neurony, které tangenciálně migrují do oblasti SN (Hanaway et al., 1971). Transkripční faktory z časné 

neurogeneze a diferenciace, které jsou stále udržovány, regulují aktivitu pozdějších transkripčních 

faktorů jako jsou Nurr1 a Pitx3. Bylo zjištěno, že exprese Nurr1 u pacientů trpících PD je rapidně snížena 

(Le et al., 2008).  Po migraci prekurzorů do MZ začnou DA neurony exprimovat enzym tyrozin 

hydroxylázu (TH) a transkripční faktor Pitx3 (shrnuto v Arenas et al., 2015). Exprese Pitx3 probíhá pouze 

v DA neuronech ve středním mozku a spouští se po zahájení exprese TH okolo času E11,5, což 

naznačuje, že Pitx3 není zapojen do časného vývoje DA neuronů (Smidt et al., 1997; Smidt et al., 2004). 
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Pitx3 je vyžadován na počátku diferenciace při tvorbě SNc, jeho nedostatek vede ke ztrátě DA neuronů 

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

 

 Konečná fáze diferenciace zahrnuje nejen expresi několika transkripčních faktorů popsaných 

výše, ale i zahájení exprese enzymů a transportních proteinů pro správné zpětné vychytávání a syntézu 

DA neuronů (viz obr 4). Včetně enzymů TH a L-amino dekarboxylázy (AADC), a transportních proteinů 

DAT a vezikulární monoaminový transportér 2 (Vmat2). Syntéza dopaminu je regulována enzymem TH 

(Blanchard et al., 1994), který ovlivňuje rychlost syntézy dopaminu, a umožňuje z aminokyseliny L-

tyrozin, produkci L-dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA). Aminokyselina L-DOPA je prekurzor dopaminu, 

která se dekarboxyluje enzymem AADC a vzniká dopamin.  

 

Obrázek 4| Rovnice metabolické dráhy vzniku dopaminu a jeho cesta přes transportní proteiny ven 

z membrány.  (převzato z Yamamoto & Vernier, 2011) – upraveno 

 

2.1.3. Maturace  

Zrání a udržování DA neuronů je regulováno několika transkripčními faktory popsány výše. Nicméně 

sem patří další zatím nezmíněné transkripční faktory jako BDNF. Mezi jehož funkce patří snižování 

ztráty TH pozitivních buněk, což naznačuje že pravděpodobně působí přímo k udržování DA neuronů, 

a zároveň tím může pozitivně regulovat fenotyp DA neuronů (Hyman et al., 1991). Jako další 

transkripční faktor podílející se na zrání a udržování životaschopnosti DA neuronů je GDNF (Lin et al., 

1993). Ukázalo se, že BDNF a GDNF se nejen podílí na zrání DA neuronů, ale i na ochraně před 
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neurotoxinem 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinem (MPTP) způsobující symptomy 

Parkinsonovi choroby (Hyman et al., 1991; Tomac et al., 1995). Na diferenciace a udržování 

životaschopnosti DA neuronů se podílí velký počet morfogenů, transkripčních faktorů a trofických 

faktorů. Níže je schématické znázornění vývoje DA neuronů.  

 

Obrázek 5| Síť zapojených genů do kontroly postupného vývoje DA neuronů. Indukce, specifikace Floor 

plate, diferenciace a zrání fenotypu DA neuronů v různých embryonálních (E) časech. Šipky označují 

stimulační účinky, zatímco kolmé čáry označují inhibiční účinky. Červeně označené transkripční faktory 

a molekuly jsou zapojené do utváření AP domény. Modře označené molekuly jsou zapojené do 

ventrálního vzorování. Zelená oblast seskupuje transkripční faktory podílející se na specifikaci FP 

středního mozku. Fialově a růžově označené molekuly, trofické a transkripční faktory jsou zapojené do 

syntetizování dopaminu, určování fenotypu a zrání a životaschopnosti DA neuronů. (převzato z 

Volpicelli et al., 2020) – upraveno 
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2. Faktory zapojené do vývoje dopaminergních neuronů 

2.1. Transkripční faktory zapojené do diferenciace  

Do procesu diferenciace DA neuronů ve středním mozku je zapojeno velké množství transkripčních 

faktorů, nezbytných pro správnou diferenciaci a dlouhodobého přežití DA neuronů. Patří mezi ně 

Lmx1a/b, En1/2, Foxa1/2, Nurr1 a Pitx3, včetně mnoha dalších. Jejich vzájemná kombinace navozuje 

indukci diferenciace, kontroluje specifikaci a udává DA fenotyp.   

2.1.1. Transkripční faktory Lmx1a/b 

Lmx1a a Lmx1b jsou časnými determinanty DA progenitorů. Patří do rodiny LIM-homeoboxu.  Exprese 

Lmx1a začíná přibližně v čase E9, je indukována pomocí Lmx1b, jehož exprese začíná již v čase E7,5. 

Navíc je jejich exprese udržována napříč celým životním cyklem DA neuronů, ale jejich funkční význam 

v postnatálním životě není dosud zcela pochopen (Smidt et al., 2000; Andersson et al., 2006a). 

Společně, prostřednictvím exprese Wnt1 a Ngn2 regulují proliferaci, specifikaci a diferenciaci DA 

progenitorů, Expresi Ngn2 regulují pomocí Hes1, jenž negativně reguluje expresi Ngn2 (Yan et al., 

2011). Zároveň exprese Ngn2 je pozitivně regulována expresí Msh1, jehož expresi indukuje právě 

Lmx1a. Ztráta fungování Lmx1a vede ke ztrátě funkčnosti těchto genů a dochází tím nevyhnutelně ke 

ztrátě DA neuronů (Andersson et al., 2006a). Inaktivace obou transkripčních faktorů Lmx1a/b vede ke 

zhoršení aktivity respiračního řetězce, zvýšenému oxidačnímu stresu a poškození mitochondriální DNA 

s následnou progresivní ztrátou DA neuronů (Doucet-Beaupré et al., 2016).  

2.1.2. Transkripční faktory En1/2  

Transkripční faktory En1 a En2 se podílejí na vývoji středo-zadního mozku, vytvářením MHB během 

časné embryogeneze a v pozdější fázi jsou důležité při vývoji a generaci DA neuronů. Jejich exprese se 

spouští v čase mezi E12 až E14 a je udržována  pomocí Wnt1 po celou dobu vývoje (Danielian & 

McMahon, 1996; Albéri et al., 2004). Nicméně En1 už byl detekován  v čase E8 a En2 v E9,5, v tomto 

čase společně s Wnt1 pomáhají Otx2 a Gbx2 s vytvářením MHB (Davis et al., 1988; Danielian & 

McMahon, 1996).  

En1 je vysoce exprimován všemi DA neurony od začátku jejich diferenciace až do dospělosti v 

SNc, zatímco En2 je vysoce exprimován jejich podmnožinou. Při deleci En1/2 zcela chyběly DA neurony 

v SNc, což naznačuje, že jsou nezbytný pro přežití DA neuronů (Simon et al., 2001). Ztráta DA neuronů, 

způsobená delecí En1, může být antagonizována právě svým příbuzným rekombinantním proteinem 

En2, což může potvrzovat hypotézu, že proteiny En1 a E2  jsou vůči sobě biochemicky ekvivalentní a 

jsou schopné se nahradit (Hanks et al., 1995; Sonnier et al., 2007).   
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2.1.3. Transkripční faktory Foxa1/2 

Transkripční faktory Foxa1 a Foxa2 patří do rodiny Fox proteinů. Regulují několik fází vývoje DA 

neuronů, včetně nezastupitelné role během specifikace a diferenciace DA progenitorů. Během 

specifikace regulují rozsah neurogeneze v DA progenitorech, pozitivní regulací exprese Ngn2. Exprese 

se spouští ve ventrikulární zóně středního mozku v časech E10,5 a E12,5, a jejich exprese se jako u 

většiny transkripčních faktorů udržuje i v pozdějších fází DA vývoje (Ferri et al., 2007).  

 Současně Foxa1/2 regulují expresi několika transkripčních faktorů jako En1, Lmx1a/b, včetně 

Nurr1 a expresi AADC a TH ve zralých neuronech během časné a pozdní diferenciace DA neuronů (Ferri 

et al., 2007; Lin et al., 2009; Pristerà et al., 2015). V důsledku jejich delece dochází k významné ztrátě 

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

 

2.1.4. Transkripční faktor Nurr1 

Nurr1 je transkripční faktor patřící do rodiny jaderných receptorů, je nezbytně důležitý při diferenciaci, 

maturaci a pro udržování DA neuronů. Zároveň odporuje expresi DA markerů jako DAT, TH, AADC a 

VMAT2 a určuje tím fenotyp DA neuronů (Sakurada et al., 1999; Sacchetti et al., 2001; Hermanson et 

al., 2003).  Jeho exprese se objevuje v čase E10,5 ve ventrální části středního mozku, kde se později 

diferencují postmitotické prekurzory na plnohodnotné DA neurony se správným fenotypem 

(Zetterström et al., 1997).  

Nurr1 je též nezbytný také pro terminální diferenciaci, v pozdějších stádiích vývoje DA neuronů, 

řídí diferenciaci DA prekurzorů. Při jeho deleci, neuroepiteliální buňky přijímají normální ventrální 

lokalizaci a neuronový fenotyp charakterizovaný expresí transkripčního markeru Pitx3. Nicméně tyto 

prekurzory však neindukují DA fenotyp, což naznačuje, že Nurr1 je nepostradatelný pro stanovení DA 

fenotypu, přes expresi genů kódujících proteiny určující DA fenotyp a správnou syntézu dopaminu, jako 

TH, AADC, DAT a Vmat2. Exprese Nurr1 pokračuje ve zralých DA neuronů i v dospělosti, což dále může 

naznačovat funkci pro normální fungování zralých DA neuronů (Zetterstrom et al., 1997; Castillo et al., 

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

 

2.1.5. Transkripční faktor Pitx3 

Protein Pitx3 je jedním z dalších postmitotických transkripčních faktorů, zapojený do pozdější fáze 

diferenciace DA neuronů. Jeho exprese se vyskytuje jeden den po startu exprese Nurr1, tedy relativně 

pozdě, a probíhá současně s expresí TH v čase E11,5 a je též udržována po zbytek života (Smidt et al., 
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1997). Exprese Pitx3 je výhradně omezena na oblast SNc, kde je jeho přítomnost vyžadována pro 

tvorbu subpopulace SNc na počátku terminální diferenciace DA neuronů (Smidt et al., 2004). Pitx3 

pravděpodobně reguluje expresi TH, což může klást otázku, zdali je přítomnost Pitx3 sama o sobě 

dostatečná pro indukci exprese TH (Cazorla et al., 2000). Dále bylo , že Pitx3 se společně s Nurr1 podílí 

na určení DA fenotypu, prostřednictvím indukce DA markerů VMAT2 a DAT (Hwang et al., 2009). 

Nedostatek Pitx3 vedl během terminální diferenciace ke ztrátě nově vznikajících DA neuronů v 

SNc. Nedostatek Pitx3 také způsobil ztrátu exprese TH, což koreluje s potřebou Pitx3 pro regulaci a 

indukci exprese TH v DA neuronech a celkové ztráty DA neuronů (Hwang et al., 2003; Maxwell et al., 

2005). 

 

2.2. Signální dráhy v generaci dopaminergních neuronů středního mozku 

Primární rolí těchto morfogenů je stanovit během neurálního vývoje ventrální identitu ve středním 

mozku. Jsou zapojeny do kontroly indukce, specifikace a udržování životaschopnosti DA neuronů.  

2.2.1. Signalizační protein Shh 

Sekreční protein Shh je jedním z prvních morfogenů, který se podílí na vývoji DA neuronů. Je 

exprimován během časné embryogeneze v chordě podél ventrální nervové trubice a později. Na tomto 

místě hraje roli ve fenotypové specifikaci ventrálních neuronů po celé délce CNS. Indukuje diferenciaci 

DA neuronů ve středním mozku a je jedním z prvních specifikačních faktorů, jehož exprese je 

vyžadována pro indukci diferenciace FP. Jeho exprese přetrvává i po tomto indukčním období a později 

je exprimován v FP (Hynes et al., 1995; Ericson et al., 1996; Miao et al., 1997). Na obr. 6 je vidět schéma 

signalizační kaskády Shh. 

Shh indukuje expresi Lmx1a, která následně indukuje expresi svého efektoru Msh1, který 

pozitivně reguluje expresi Ngn2 (Andersson et al., 2006a). Současně bylo objeveno, že Shh 

exprimovaný z FP hraje klíčovou roli při indukci fenotypu DA prostřednictvím indukce exprese 

transkripčního faktoru Gli, kterým indukuje a reguluje expresi transkripčního faktoru Foxa2  (Sasaki et 

al., 1997). Dále bylo objeveno, že Shh chrání DA neurony před neurotoxinem MPTP in vitro (Miao et 

al., 1997). Společně s morfogenem Fgf8 stanovuje správné AP a DV vzorování nervové trubice (Ye et 

al., 1998). 
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Obrázek 6| Zapojení Shh do signalizační kaskády, jenž svojí aktivitou indukuje expresi transkripčních 

faktorů zapojených do vývoje DA neuronů. 

 

2.2.2. Signalizační protein Wnt 

Protoonkogen Wnt1 je exprimován výlučně ve vyvíjejícím se CNS, konkrétně v MHB a dospělých 

varlatech, start exprese je přibližně v času E9 a je nadále udržována (Wilkinson et al., 1987; McMahon 

& Bradley, 1990). Wnt1 je vyžadován pro proliferaci progenitorů, během neurogeneze kontroluje 

molekulární kaskádu, prostřednictvím regulace transkripčních faktorů Otx2 a Nkx2-2, která je nezbytná 

k vytvoření domény DA progenitorů v časném embryonálním vývoji. Mimo to podporuje diferenciaci 

na postmitotické prekurzory a následně se podílí na signalizační kaskádě terminální diferenciace a 

ustanovení DA fenotypu (viz obr. 7) (Castelo-Branco et al., 2003; Prakash et al., 2006). Diferenciace je 

regulována prostřednictvím kontroly exprese několika transkripčních faktorů jako je Lmx1a/b, Pitx3 a 

Nurr1. Bylo zjištěno, že po startu exprese Lmx1a dochází k jakési autoregulaci mezi Wnt1 a Lmx1a 

(Chung et al., 2009). Odstranění Wnt1 mělo za následek defektní expresi Lmx1a, Nurr1 a Pitx3 a úplnou 

ztrátu neuronů DA (Prakash et al., 2006; Andersson et al., 2013) . 
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Obrázek 7| Schématické znázornění průřezu středního mozku FP a překrývajících se expresí Shh (černá) 

a Wnt1 (zelená). Wnt1 zajišťuje správné ustanovení progenitorové domény a udržení vznikajících 

postmitotických prekurzorů. Otx2 (žlutý) je v této fázi exprimován v celém mozkovém neuroepitelu, 

který se překrývá s úzkým pruhem odpovídajícím expresní doméně Nkx2-2 (červená). Protein Otx2 je 

zase nezbytný pro represi Nkx2-2 na tomto území neurální trubice. B) Wnt1 indukuje expresi Pitx3 a 

Nurr1 během terminální diferenciace. Plné šipky označují přímé genetické interakce; přerušované šipky 

označují genetické interakce, které jsou dostatečné pouze pro aktivaci, či represi odpovídajícího genu.  

(převzato z Prakash et al., 2006) – upraveno 
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3. Diferenciace dopaminergních neuronů in vitro  

V současné době, kdy se zvyšuje průměrný věk života, se současně s tím zvyšuje pravděpodobnost 

onemocněním nějakou neurodegenerativní chorobou. V současnosti se odhaduje, že přibližně 2% 

celkové populace trpí Parkinsonovou chorobou. Je způsobena ztrátou dopaminergních neuronů v SNc. 

Jako velká naděje v boji proti tomuto onemocnění se jeví možnost generovat DA neurony in vitro, 

například neurální kmenové (NS) buňky jsou možné použít při léčbě PD. Nicméně generace NS buněk 

je komplikovaná a vyvěrá zde otázka, jak moc je to etické. Jako možnost se tedy jeví využít možnost 

přeprogramování somatických buněk jako fibroblastů nebo využití kmenových buněk, včetně 

embryonálních kmenových (ES) buněk, indukovaných pluripotentních kmenových (iPS) buněk a 

mezenchymálních kmenových (MS) buněk.  

 

Obrázek 8| Průběh diferenciace z indukovaných pluripotentních buněk na zralé DA neurony. (převzato 

z Fedele et al., 2017) - upraveno 

 

 Pluripotence je schopnost buněk diferenciovat se, ze všech tří zárodečných vrstev, do různých 

buněčných typů, včetně DA neuronů. Studium kmenových buněk se zaměřuje na dlouhodobé cíle jako 

úspěšné odvození pluripotentních kmenových buněk z buněk pacienta. Pluripotentní kmenové buňky 

mohou vznikat přirozeným vývojem nebo přeprogramováním somatické buňky – fibroblastu 

(Takahashi et al., 2007). Typickým příkladem pluripotentní buňky jsou ES buňky.  

 

3.1. Pluripotentní kmenové buňky 

3.1.1. Embryonální kmenové buňky  

Vznikají z totipotentních buněk z vnitřní strany blastocysty (Thomson et al., 1998). Vykazují proliferační 

i diferenciační schopnost, tudíž je lze efektivně diferenciovat na nepřeberné množství buněčných typů 

in vitro, a tedy i na neurální prekurzorové buňky, které vedou ke vzniku neuronových buněk v kultuře 

(viz obr. 8) (Wernig et al., 2008).  

Počáteční přístupy neurální diferenciace byly založeny na přizpůsobování protokolů myších 

neurálních buněk, k vývoji lidským buňkám. Diferenciace DA neuronů z ES buněk in vitro by měla 
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záviset na indukci stejných transkripčních faktorů, které jsou exprimovány v buňkách CNS in vivo (Lee 

et al., 2000).  Existuje několik přístupů pro diferenciaci DA neuronů, mezi dvě hlavní metody se řadí 

metoda co-kultury a systém embryodních tělísek. V zásadě všechny metody diferenciace DA neuronů, 

využívající pluripotentní kmenové buňky primárně sdílejí tři základní diferenciační stádia: neuralizaci, 

specifikaci a maturaci.   

 

3.1.1.1. Metoda embryodních tělísek  

První představená metoda získávání DA neuronů z myších ES buněk byla založena na generaci 

embroidního tělíska a selekci buněk pozitivních na nestin (Lee et al., 2000). Metoda, obsahuje několik 

kroků; indukci neuroepiteliálních buněk v nepřítomnosti růstových faktorů, diferenciaci 

neuroepiteliálních buněk na progenitory středního mozku za přítomnosti sekrečních proteinů FGF8 a 

SHH, a následnou diferenciaci progenitorů, prostřednictvím neurotrofních faktorů, na TH pozitivní 

buňky, schopné uvolňovat dopamin (Ma et al., 2011). Bylo zjištěno, že nadměrná exprese 

transkripčního faktoru Nurr1, zvyšuje podíl TH pozitivních buněk (Kim et al., 2002).  

 

3.1.1.2. Metoda co-kultury 

Nedlouho poté byla zveřejněna další metoda pro generování DA neuronů. Metoda založená na co-

kultuře ES buněk, která neprobíhá v agregátech jako EB systém, ale na monovrstvě stromálních buněk 

odvozených z kostní dřeně. Při neurální indukci co-kultivační metodou se využívají vyživující stromální 

buňky MS5 a PA6 spolu s podpůrnými růstovými faktory nebo astrocyty středního mozku (Perrier et 

al., 2004; Roy et al., 2006). Při absenci exogenního kostního morfogenetického proteinu 4 (BMP4) se 

ES buňky mohou diferenciovat na neurální prekurzory a neurony  (Carpenter et al., 2006). Co-kultura 

podporuje především vznik neurálních prekurzorů, které mohou být aktivací SHH a FGF8 signalizačních 

proteinů diferenciovány na DA neurony  (Kawasaki et al., 2000; Yan et al., 2005). Účinnost generování 

TH-pozitivních neuronů touto metodou je srovnatelná s účinností složitější metodou EB, s nadměrnou 

expresí Nurr1(Carpenter et al., 2006). 

 

3.1.1.3. Indukované pluripotentní kmenové buňky 

Navzdory obrovskému potenciálu, který ES buňky nabízejí, ať už ve vývojové biologii nebo 

transplantační medicíně, naráží zde na odpor části populace v oblasti etiky. Nicméně se v roce 2006 

objevilo možné řešení v podobě přeprogramování somatických buněk na tzv. indukované pluripotentní 

kmenové (iPS) buňky (Takahashi & Yamanaka, 2006). iPS buňky jsou svojí proliferací, morfologií, 

povrchovými antigeny a genovou expresí podobné ES buňkám (Takahashi et al., 2007). Tvoří tedy 

stejně jako ES buňky neomezený zdroj, jakéhokoliv typu lidských buněk.  

https://cs.wikipedia.org/wiki/Indukovan%C3%A1_pluripotentn%C3%AD_kmenov%C3%A1_bu%C5%88ka
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 Následně stejně jako u ES buněk probíhá několik vývojových kroků, začínaje vytvořením 

ektodermu, neurální ploténky, neuroepiteliálních buněk, následným vytvořením FP a stejným 

mechanismem vytvořeny DA progenitory, které se ve ventrikulární zóně, za přítomnosti ektopických 

genů, diferencují na postmitotické neurony, které migrují do dalších vrstev a následně se diferencují 

na zralé DA neurony. 

 

3.2. Přímé přeprogramování somatických buněk na dopaminergní neurony 

Další slibný způsob získávání DA neuronů spočívá v přímém přeprogramování fibroblastů na zralé 

neurony. Pomocí přímé konverze se můžeme chytře vyhnout několika vývojovým krokům. Můžeme 

tím snížit imunitní reakci a vyhnout se tvořením nádorů. Existuje několik přístupů přímé konverze 

fibroblastů. Podle jedné studie stačí pouze tři transkripční faktory k vytvoření funkčních indukovaných 

neuronů, Brn2, Myt1l a Mash1 (Vierbuchen et al., 2010). Mezi další přístupy přímé konverze fibroblastů 

na neurony patří ektopická exprese miRNA nebo využítí malých molekul (Victor et al., 2014; Hu et al., 

2015). Indukované DA neurony jsou schopné uvolňovat dopamin a stejně jako DA neurony vykazují 

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

   

3.2.1. Indukce pomocí transkripčních faktorů 

Indukce nervových buněk z fibroblastů pomocí transkripčních faktorů spolu s faktory určující identitu 

DA neuronů Lmx1a a Foxa2 generují funkční DA neurony, aniž by se vrátily do stádia progenitorových 

buněk (Pfisterer et al., 2011). Podstatnou úlohou Lmx1a je indukce exprese Msx1, který spolu s Lmx1a 

pomáhá určit DA identitu (Andersson et al., 2006a). Do konverze je zapojeno několik dalších 

transkripčních faktorů jako Ngn2, Sox2, Otx2 a Nurr1. Nicméně nedávná studie naznačuje, že 

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

Podstatným faktorem je Nurr1. Stejně jak bylo uvedeno výše, protein Nurr1 spolu s Pitx3 

reguluje terminální diferenciaci DA neuronů, řídí diferenciaci postmitotických buněk až 

k plnohodnotným DA neuronů a navozuje expresi genů TH, VMAT, DAT a dalších, určující finální 

fenotyp DA neuronů ve středním mozku (Zetterström et al., 1997; Sacchetti et al., 1999; Hermanson 

et al., 2003; Smits et al., 2003). Nicméně rizika spojená s genetickými manipulacemi mohou 

v budoucnu vyústit k omezení využití (Qin et al., 2020). Bylo objeveno, že účinnost konverze může být 

zvýšena malými molekulami v kombinaci s minimálním počtem transkripčních faktorů (Ladewig et al., 

2012). 
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3.2.2. Indukce pomocí malých molekul   

Alternativní přístup přímého přeprogramovaní je nahrazení transkripčních molekul malými 

molekulami, které aktivují endogenní expresi neuronově specifických genů a tím fibroblasty 

přeprogramují na funkční neurony (Li et al., 2015). Mezi tyto malé molekuly, které jsou schopny 

indukovat neurální osud buněk patří například CHIR99021, GSK-3β, Repsox, SB-431542 a LDN-193189 

(Ladewig et al., 2012; Cheng et al., 2014). Jejich výhoda spočívá v propustnosti a snadné 

manipulovatelnosti, jelikož účinky jsou reverzibilní a lehce se regulují koncentrací a vzájemnou 

kombinací. Jejich syntéza je finančně udržitelné a co je podstatné, nejsou schopné navodit imunitní 

reakci. Indukované DA neurony pomocí metody malých molekul a proteinů definující identitu DA 

neuronů, vykazovaly neurální morfologii, elektrofyziologické vlastnosti a zároveň exprimovaly DA 

markery (Qin et al., 2020).  

 

3.3. Mezenchymální kmenové buňky 

Mezenchymální kmenové (MS) buňky jsou multipotentní kmenové buňky se schopností samo-obnovy 

a diferenciace do několika různých buněčných typů, včetně chondrocytů, adipocytů, osteoblastů a 

neuronů (Bardach & Kelly, 1988). Multipotentní MS buňky se nachází téměř ve všech tkáních, včetně 

tukové tkáně, placenty, kostní dřeně a mnoho dalších (Pittenger et al., 1999; Zuk et al., 2001; Anker et 

al., 2004; Zhang et al., 2004). Navíc se ukázalo, že mají protizánětlivé a trofické vlastnosti. Podporují 

neurogenezi a neuroprotekci, jsou  imunosupresivní a po transplantaci nevytváří nádory (Schwerk et 

al., 2015). S ohledem na tyto vlastnosti, včetně vysoké etnické přijatelnosti a snadné izolaci jsou 

považovány za ideální zdroj pro produkci DA neuronů. 

Obrázek 9| Schéma diferenciace MS buněk na DA neurony, indukcí různých signálních molekul. Klíč: 

kyselina retinová (RA), neutrofický faktor (BDNF), 3-isobutyl-1-methyxanthin (IBMX). (převzato z 

Venkatesh & Sen, 2017) – upraveno  



 

19 
 

3.3.1. Porovnání zdrojů MS buněk pro dopaminergní diferenciaci 

Multipotentní MS buňky, jak už bylo uvedeno výše, mohou být izolovány z mnoha možných zdrojů.  

Hlavním zdrojem pro produkci DA neuronů se uvádí kostní dřeň a tuková tkáň (Pittenger et al., 1999; 

Zuk et al., 2001). Nicméně lze využít i jiné tkáně, včetně zdrojů z perinatální fáze, zahrnujíc například 

izolaci z krve pupeční šňůry a plodové vody (Anker et al., 2003; Seshareddy et al., 2008). Několik studií 

ukázalo, že MS buňky se mohou in vitro diferenciovat na DA neurony, schopné exprese DA markerů, 

elektrofyziologické aktivity a sekrece dopaminu. Úroveň neurální diferenciace ovšem záleží na původu 

zdroje MS buněk (Wegmeyer et al., 2013) a tedy i účinností generace DA neuronů, a to v rozmezí cca 

11% - 71%, (Jiang et al., 2003; Dezawa et al., 2004; Trzaska et al., 2007; Ko et al., 2015). Nicméně při 

nedostatečné indukci a podpůrného materiálu dochází ke špatné kontrole životaschopnosti a 

diferenciace buněk (Bagher et al., 2016). Na obr. 9 je vidět několik zdrojů multipotentních buněk pro 

možnou diferenciaci. 

 

3.3.1.1. Kostní dřeň 

Stromální buňky kostní dřeně (BMMS) pochází z kosterní tkáně a tvoří velký a snadno dostupný zdroj 

MS buněk. Lze je snadno izolovat, a zároveň zachovat jejich plasticitu. Mají nízký potenciál k vytváření 

maligních buněk, a stejně jako většina multipotentních buněk mohou být indukovány k diferenciaci na 

neurony (shrnuto v Bianco et al., 2001). Kromě toho mají BMMS buňky imuno-modulační vlastnosti a 

snižují zánět (Tse et al., 2003). 

Mezi nejslibnější studie s využitím kostní dřeně jako zdroje MS buněk a kombinací SHH a 

růstových faktorů FGF8 a bFGF lze DA neurony generovat s účinností až 67% (Trzaska et al., 2007). Při 

dodání Lmx1a se fenotyp DA neuronů výrazně zvýšil (Barzilay et al., 2009). Takto diferencované DA 

neurony z MS buněk vykazovaly expresi DA specifických markerů, včetně Nurr1, TH, Pitx3 a DAT a byly 

tak označeny za zralé DA neurony (Trzaska et al., 2009). Tyto výsledky podporují využití BMMS buněk 

jako zdroj pro in vitro generaci DA neuronů. 

 

3.3.1.2.  Wharton's jelly 

Wharton's jelly je oblast v pupeční šňůře, ze které mohou být izolované MS buňky. Wharton's jelly 

mezenchymální kmenové (WJMS) buňky jsou známé svým potenciálem diferencovat se na 

mesodermální a ne-mesodermální buňky, tedy včetně neuronů. Zisk neuronů exprimující 

neurofilamenta z MS buněk pupeční šňůry bylo cca 87% (Fu et al., 2004). Dále bylo prokázáno, že WJMS 

buňky mají schopnost diferenciace na DA neurony, a to s účinností přibližně 12,7% (Fu et al., 2006). 

Mají vyšší proliferační potenciál a větší in vitro expanzní vlastnosti než další MSC odvozené z dospělých 

tkání jako například z kostní dřeně (Wu et al., 2009).  
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Pupeční šňůra je embryonální tkáň, která spojuje matku a plod. Zároveň se jedná o 

nekontroverzní zdroj multipotentních buněk s nízkou imunologickou nekompatibilitou. To naznačuje 

možnost využití WJMS buněk jako potenciálně zajímavé náhrady MS buněk kostní dřeně pro alogenní 

aplikace (Yoo et al., 2009). 

Neurální indukce DA neuronů z Wharton's jelly oblasti probíhala postupnou kultivací s užitím 

SHH, FGF8 a forsokolinu (Fu et al., 2006; Paldino et al., 2014).  Forsokolin zvyšuje intracelulární hladinu 

cAMP a podporuje vývoj a přežití DA neuronu ve středním mozku (Paldino et al., 2014). Tyto 

dopaminergní neurony byly poté transplantovány do striata potkanů, u nichž dříve došlo k 

Parkinsonově chorobě. Výsledky ukázaly, že transplantace in vitro diferencovaných HUMSC zmírnila 

rotací vyvolanou lézí amfetaminem u parkinsonských potkanů, což tedy můžeme brát jako důkaz pro 

medicinální využití (Fu et al., 2006). Zajímavé je, že i když mají WJMS buňky a BMMS buňky společný 

původ, tak mají své jedinečné vlastnosti (shrnuto v Weiss & Troyer, 2006; Paldino et al., 2014).  

 

3.3.1.3. Tuková tkáň 

Dalším možným zdrojem MS buněk může být tuková tkáň. Mesenchymální kmenové buňky odvozené 

z tukové tkáně (ATMS) lze je snadno získat ve velkém počtu s minimálními vedlejšími účinky a 

úmrtností, zvláště ve srovnání s BMMS buňkami. Kromě toho mohou být ATMS buňky štěpeny do 

různých autologních míst u pacienta, na rozdíl od WJMS buněk (Marei et al., 2018).  

Takto získané multipotentní buňky mají stejně jako ostatní MS buňky schopnost regenerace a 

multipotentní diferenciace. Stejně tak jsou ATMS imunosupresivní a s nízkým potenciálem pro tvorbu 

maligních buněk (Schwerk et al., 2015). DA neurony odvozené z ATMS buněk, po inkubaci s růstovými 

faktory vykazovaly DA specifické markery, a navíc se i významně zvýšila exprese MAP2, PITX3 a TH 

faktorů (Rad et al., 2017). Nicméně ATMS buňky, nejsou tak dobře prostudovány a je třeba je podrobit 

dalšímu výzkumu.  
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4. Evoluční aspekty signálních diferenčních drah 

Dopamin, jako jeden z hlavních neurotransmiterů, rozhodně hrál klíčovou roli v adaptaci chování zvířat 

po celou dobu vývoje. DA fenotyp závisí na současné expresi mnoha molekulárních složek skládajícího 

se z biosyntetických enzymů TH, AADC a transportérů DAT a Vmat2, jak bylo popsáno výše. Většina 

těchto složek je společná napříč ostatními monoaminovými systémy, jejichž funkční flexibilita a 

vývojová schopnost poskytovaná duplikací odpovídajících genů umožnila velkou diverzifikaci těchto 

systémů, což naznačuje společný původ těchto systémů. Tyto rysy přispěly k přizpůsobení mozkových 

funkcí velmi variabilnímu způsobu života obratlovců (shrnuto v Yamamoto & Vernier, 2011).  

 

4.1. Mezencefalická pohybová oblast 

Jedna oblast umístěná ve středním mozku, ze které lze iniciovat pohyb, je mezencefalická pohybová 

oblast (MLR). Když je oblast MLR aktivována, vytváří svalové synergie, které jsou základem pro pohyb 

většiny živočichů (Cabelguen et al., 2003). Zvyšování intenzity stimulace MLR vede k rostoucí aktivaci 

retikulospinálních (RS) buněk a postupnému zvyšování rychlosti pohybu (Cabelguen et al., 2003). MLR 

přijímá projekce z bazálních ganglií, včetně SNc. DA neurony z SNc modulují pohyb pomocí svých 

vzestupných projekcí do bazálních ganglií, které směřují dolů do MLR a oblasti mozkového kmene 

ovládající pohyb. Jejich regulační funkce excitability striatálních buněk vede při disfunkci vzestupné DA 

dráhy k motorickým deficitům a ke vzniku PD (Ryczko et al., 2013). Nicméně kromě svých vzestupných 

projekcí, DA neurony vytvářejí také přímé sestupné projekce z SNc, do pohybových sítí mozkového 

kmene (Ryczko et al., 2013).  

Aktivita DA neuronů, která řídí pohyb je ovládána prostřednictvím několika 

neurotransmiterových systémů, včetně kyseliny γ-aminomáselné, acetylcholinu a glutamátu. 

Cholinergní neurony jdou difúzní populací, směřující dorso-kaudálním směrem k SNc a evokují DA 

neurony k aktivitě (Clarke et al., 1987; Xiao et al., 2009; Estakhr et al., 2017). MLR bylo objeveno u 

všech obratlovců, od mihulí, mloků až přes vyšší zástupce jako ptáků, myší a opic, jedná se o velmi 

konzervovanou strukturu kontrolující pohyb napříč všemi 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 dopaminergní dráhy 

Vzestupné projekce DA dráhy by se daly popsat jako nervové cesty, které vedou nahoru z míchy 

směrem k mozku a přenáší smyslové informace. Existují dvě varianty těchto drah, přímá a nepřímá (viz 

obr. 10 a 11). První upřednostňuje expresi DA D1 receptorů, prostřednictvím dopaminu, jenž zvyšuje 
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excitabilitu striatálních neuronů, které se přímo promítají do výstupních neuronů bazálních ganglií 

(Gerfen et al., 1990). Bazální ganglia jsou skupinou subkortikálních jader, mezi které patří striatum, 

vnější segment globus pallidus (GPe), vnitřní segment globus pallidus (GPi), subthalamické jádro (STN) 

a SN. Přímá dráha představuje přímou cestu bazálními gangliemi, při které substantia nigra pars 

reticula (SNr) dostávají přímé projekce ze striata. Výsledkem je následná projekce do MLR, způsobující 

zmírnění inhibice vysílané z bazálních ganglií a umožnění pohybu (shrnuto v Albin et al., 1989). 

Druhá varianta je nepřímá projekce, která vede skrz neurony bazálních ganglií. Exprimuje se 

DA D2 receptor, kdy ze striata nedochází k projekci přímo do SNr, ale dráha začíná projekcí ze striata 

do GPe přes STN, které opět cílí na výstupní úroveň bazálních ganglií vedoucí následně do MLR. 

Výsledkem je opět snížená inhibice motorických center (shrnuto v Albin et al., 1989). Též shrnuto v 

(Ryczko & Dubuc, 2017; Fougère et al., 2019). Konektivita bazálních ganglií, včetně všech složek a 

projekcí je mezi obratlovci, od mihulí až po savce vysoce konzervována. To může naznačovat na 

evoluční základ bazálních ganglií u současných obratlovců, a tedy položení základů umožňující lokomoci 

u všech obratlovců (Pombal et al., 1997; Stephenson-Jones et al., 2011). Všechny tyto poznatky 

samozřejmě vedly k hypotéze, že disfunkce v těchto projekcích vede ke vzniku PD (Kravitz et al., 2010). 

Nicméně byla objevena další projekce DA dráhy, která má přinejmenším stejný význam jako vzestupné 

projekce. Jedná se o sestupnou DA dráhu, která obchází bazální ganglia a ústí přímo do MLR (Beckstead 

et al., 1979).  

 

Obrázek 10| Schéma vzestupné projekce DA dráhy, začínající ze substantia nigra pars compacta (A9) a 

končící v mezencefalické pohybové oblasti (MLR). Ve striatu jsou znázorněny D1 a D2 receptory 

umožňující buď přímou nebo nepřímou dráhu. MLR zahrnuje pedunkulopontinní jádro, ze kterého jsou 

vysílány projekce do retikulo-spinálního (RS) jádra, které zase vysílá projekce do spinálního centrálního 

generátoru (CPG) vytvářející vzory pohybu (převzato z Fougère et al., 2019) – upraveno 
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4.3. Sestupná projekce dopaminergní dráhy  

Role sestupné dopaminergní dráhy v regulaci pohybové aktivity byla prvně popsána u jednoho 

z nejstarších zástupců obratlovců, u mihule. Sestupná projekce DA dráhy u mihulí začíná z posterior 

tuberkula (PT) a ústící v MLR. PT je diencephalická oblast, která obsahuje populaci DA neuronů a je tak 

považována za homologa k SNc u savců. Poskytuje vstup do oblasti MLR, kde prostřednictvím 

uvolňovaného dopaminu závislém na receptoru D1 silně způsobuje lokomoci (Ryczko et al., 2013). 

Omezení funkce D1 receptorů v MLR vedla ke snížené frekvenci pohybu (Ryczko et al., 2017).Tato 

projekce byla stejně jako u vzestupných drah popsána u několika obratlovců, včetně mihule, mloků, 

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

Obrázek 11| Schéma sestupné projekce DA dráhy, která obchází bazální ganglia a směřuje přímo do 

MLR, ze kterého stejně jako u vzestupné dráhy následně probíhají projekce do mozkového kmene 

umožňující pohyb. 

  

Při srovnání vzestupných a sestupných projekcí meso-diencefalických DA neuronů u mihulí, 

mloků a krys se ukazuje, že podíl vzestupných projekcí se během evoluce zvyšuje. To může vyplývat z 

rostoucích požadavků způsobených expanzí bazálních ganglií u savců, oproti fylogeneticky starším 

zástupcům obratlovců (Ryczko et al., 2016). Mihule patří do fylogeneticky nejstarší skupiny obratlovců, 

která se od evoluční linie savců liší přibližně o 564 milionů let (Kumar & Hedges, 1998). To znamená, 

že tyto projekce bazálních ganglií, které se nyní vyskytují i u vyšších obratlovců jako ptáků nebo 

primátů, se pravděpodobně vyvinuly již při začátku vývoje obratlovců. Tuto hypotézu potvrzují již už 

výše zmíněné studie, které popsaly DA projekce u různých druhů obratlovců (shrnuto v Grillner & 

Robertson, 2016).  
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Závěr 

PD je způsobena progresivní ztrátou nigrostriatálních DA neuronů nacházející se ve středním mozku.   

Toto zjištění vedlo k expanzi výzkumu DA neuronů. Během posledních 20 let došlo ve výzkumu DA 

neuronů k obrovským poznatkům, které vedly k lepšímu pochopení mnoha molekulárních procesů a 

mechanismů, které jsou zapojeny do jejich vývoje a životaschopnosti, včetně objevení možné konverze 

z iPS buněk na plně diferencované neurony a stejně tak přímé transformace ze somatických buněk. 

Nicméně stále většina věcí zůstává neznámá a čeká na objevení. O co víc zajímavé je, že diskutovaná 

organizace DA neuronů středního mozku se zdá být zachována během celé fylogeneze obratlovců, což 

může znamenat, že tyto kritické prvky vzniku pohybu jsou napříč všemi obratlovci stejné, což by nám 

umožnilo využít další modelové systémy různých zástupců z podkmene obratlovců. Jejich studiem 

bychom mohli získat kompletní představu o vzniku a ztrátě DA neuronů, a následně tyto výsledky využít 

při léčbě PD.  
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