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ABSTRAKT

Kmenové buiiky predstavuji unikatni zdroj buné€k s potencidlnim vyuzitim v oblasti regeneracni
mediciny a orgadnové transplantace. Jak je znamo, spermatogonialni kmenové bunky jsou unipotentni,
davaji tedy vzniknout jedinému bunéénému typu, a sice spermii. Izolaci a kultivaci téchto
testikularnich kmenovych bunék bylo v fadé vyzkumti docileno pluripotentniho stavu. Takto ziskané
pluripotentni kmenové buiiky z varlat, podobné jako embryonalni kmenové buiiky, diferencovaly v in
vitro podminkdch na derivaty vSech tii zarodecnych listd. Cilem této bakaldiské prace je
charakterizovat kmenové bunky a shrnout poznatky zejména o testikuldrnich kmenovych buikach.
Hlavni dtraz je pak kladen na studie kultivovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k odvozenych
z varlat mysi a Cloveka a jejich schopnosti diferencovat za uréitych podminek na buiiky ektodermu,

mezodermu a endodermu.

Kli¢ova slova: kmenova bunka, embryonalni kmenova buiika, diferenciace, pluripotence,

spermatogonialni kmenova burika, testikuldrni kmenova burka



ABSTRACT

Stem cells represent a unique cell source with potential usage in regenerative medicine and organ
transplantation. As is known, spermatogonial stem cells are unipotent giving rise to a single cell type,
which is sperm. Pluripotency was achieved by isolation and cultivation of these testicular stem cells in
a number of researches. Testicular pluripotent stem cells differentiated in conditions in vitro to
derivatives of all three germ layers identically as embryonic stem cells. The aim of this thesis is to
characterize stem cells and summarize the findings of testicular stem cell research. The main focus of
this thesis is on studies of cultivated pluripotent stem cells derived from mouse and human testes and
their ability to differentiate under determinate conditions into the cells of ectoderm, mesoderm and

endoderm.

Keywords: stem cell, embryonic stem cell, differentiation, pluripotency, spermatogonial stem cell,

testicular stem cell
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1 UVOD

Kmenové bunky jsou schopny diferencovat na odvozenéjsi bunécny typ a zaroven si zachovat
svoji vlastni populaci v nediferencovaném stavu. Diky t€émto vlastnostem ptedstavuji kmenové bunky
vyznamny zdroj bunck potencialné vyuzitelny v oblasti lidské regeneracni mediciny a organové
transplantaci. Kmenové buiiky lze délit podle jejich diferenciacniho potencidlu na totipotentni,
pluripotentni, multipotentni a unipotentni. Z kmenovych bunék v rané fazi embryogeneze vznika vice
bunéénych typd, nezli je tomu u kmenovych bunék v pozdnim fetalnim obdobi ¢i v dospélosti.
V soucasné dobé jsou nejlépe prozkoumanymi buiitkami embryonalni kmenové builkky odvozené
z vnitini pluripotentni bunééné masy blastocyst savci. Tyto buiiky byly pfedmétem zkoumani v
mnoha studiich diky jejich potencidlu diferencovat na bunécné typy vsech tii zarodecnych listi a jejich
snadné propagaci v in vitro systému.

Nicméné hned zné€kolika ditvodd je velmi zadouci nalézt alternativni zdroj pluripotentnich
kmenovych bunék. Zaprvé by bylo vhodné rozsifit zdroje kmenovych bunék a tim zlepsit ptinos
klinické bunécné terapie. Zadruhé je nutné ziskat takovy zdroj kmenovych bunék, ktery by byl
imunologicky identicky s pfijemcem, aby se pfipadné zabranilo jejich odmitnuti pii 1écbé a
transplantacich. Poslednim divodem jsou pak moralni, etické a politické spory ohledné¢ manipulace
s embryondlnimi kmenovymi bunikami, pochazejicimi z lidskych embryi, coz omezuje jejich pouziti
pro vyzkum a klinické aplikace.

Takovymi bunkami, které by se experimentilné preprogramovaly a ziskaly tak vlastnosti
embryonalnich kmenovych bunék, mohou byt pravé testikuldrni kmenové buiky zarodecné linie.
Vzhledem k tomu, Ze testikularni kmenové bunky nabizi nejen klinicky vyznamné moznosti pro
zachovani muzské plodnosti, je nezbytné porozumét jejich zakladni biologii (Goossens and Tournaye
2006; Kee et al. 2010).

Predkladand bakalarska prace nejdrive shrnuje zakladni charakteristiku kmenovych bun€k vcetné
jejich déleni podle diferencia¢niho potencidlu a pivodu. V druhé Casti prace jsou pak popisovany
somatické buiiky varlat, které slouzi jako podpiirné buniky testikularnim kmenovym bunkam. Tteti ¢ast
popisuje charakteristiku testikuldrnich kmenovych bun€k a jejich zakladni mechanismy proliferace,
diferenciace a regulace sebeobnovy, diferenciace a apoptdzy. Posledni Cast bakalarské prace je pak

zamétena na indukcei diferenciace testikuldrnich kmenovych bunék v in vitro podminkach.



2 KMENOVE BUNKY

Kmenové buiiky jsou charakteristické svou schopnosti sebeobnovy a diferenciace do riznych
bunéénych typt (pluripotence, multipotence) ¢i jedné specifické bunécné linie (unipotence). Podle
puvodu je Ize délit na tfi hlavni typy: embryonalni kmenové buiiky (ESCs — embryonic stem cells),
kmenové buiiky zarodecné linie a somatické kmenové bunky dospélych jedinci. Kmenové buiiky
s riiznym diferenciacnim potencidlem jsou nadéji pro regeneracni terapii a 1écbu genetickych poruch
(Liu et al. 2009).

Specifickym znakem kmenovych buné€k je zptisob, jakym je udrzovan jejich staly pocet.
V zasad€¢ je vyuzivano dvou mechanismi, asymetrického buné¢ného déleni (Obr. 1) a ,,niche*.
Asymetrickym délenim je zajiStovan proces sebeobnovy a diferenciace kmenovych bunék, kdy jedna
dcefina builka zlstdvd v nediferencovaném stavu a u druhé dochdzi k diferenciaci m pfislusny
bunéény typ (Yamashita er al. 2010). Tento typ bunétného déleni neni nezbytny pro zachovani
identity kmenovych bunék, ale je nastrojem pro udrZeni jejich dostatecné€ velké populace vorganismu

(Morrison and Kimble 2006).
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Obr. 1 Symetrické a asymetrické déleni kmenovych bunék. V modelu asymetrického déleni je vytvorena
jedna bunika kmenova (KB) a jedna buiika diferencovana (DB), zatimco v modelu symetrického déleni kmenova
buiika produkuje bud’ dvé kmenové ¢i dvé diferencované buiiky (pfevzato a upraveno dle Morrison and Kimble
2006).

Niche je typ tkanového mikroprostifedi v organismu, jehoz pomoci je udrzovana a regulovana
populace kmenovych bunék (Morrison and Spradling 2008). Vyzkum provadény na varlatech mysi
ukazal, ze se nediferencované spermatogonialni buiiky nachazi preferen¢né v oblastech bazalni
membrany semenotvornych kanalki, které jsou v blizkosti krevnich cév a intersticia. Po pfechodu do
diferencovaného stavu se spermatogonie rozptyli po celém bazalnim kompartmentu. Tyto vyhrazené

oblasti lze povazovat za niche (Obr. 2) (Yoshida et al. 2007).
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Obr. 2 Model mikroenvironmentalniho niche nediferencovanych spermatogonii. Pfestoze je semenotvorny
kanalek ve svém obvodu a délce uniformni, objevuji se zde zvlastni oblasti spojené s krevnimi cévami a
intersticiem, které mohou regulovat spermatogonialni buiiky (pievzato z Yoshida 2010).

2.1 Rozdéleni na zakladé diferencia¢niho potencialu

2.1.1 Totipotentni kmenova buiika

Totipotence je schopnost bunck diferencovat do vSech bunécnych typl organismu vcetné
extraembryondlnich tkani. Totipotentni jsou zygoty a Casna embrya (Seydoux and Braun 2006).
Extraembryonalni tkdn€¢ u savcl vznikaji béhem embryonalniho vyvoje z trofoektodermu,
primitivniho endodermu a epiblastu u preimplantacnich embryi ve stadiu 4,5 dpc (day post coitum)

(Hudson et al. 2010).

2.1.2 Pluripotentni kmenova buiika

Pluripotentni buiiky diferencuji do bunck vSech tfi zarodecnych listl. Ptikladem takovych
bunék jsou ESCs. Tento vyvojovy potencial miize byt experimentalné pozorovan béhem normalniho i
nadorového riistu nebo pii mikroinjekci ESCs do hostitelské blastocysty (Beddington and Robertson
1989; Seydoux and Braun 2006).

2.1.3 Multipotentni kmenova buiika

Multipotentni kmenové buniky diferencuji na vSechny typy bun¢k v konkrétni bunééné linii,
napf. kmenova builkka hematopoetickd (Jaenisch and Young 2008). VétSina tkédni u savel je
multipotentni, tudiz jsou schopné produkovat bunécné typy odpovidajici svému umisténi. Malé stfevni
kmenové buitky mohou tvofit ¢tyfi piivodni linie (Panethovy buiiky, poharkové burky, enterocyty a
enteroendokrinni bunky), zatimco kmenové bunky centralni nervové soustavy jsou tripotentni a

produkuji neurony, oligodendrocyty a astrocyty (Alison and Islam 2009).



2.1.4 Unipotentni kmenova buika

Poslednim typem diferenciacniho potencidlu je unipotence. Tyto kmenové buiiky jsou schopné
tvorit pouze jeden specificky bunéény typ (Alison and Islam 2009). Mezi unipotentni (progenitorove)
kmenové bunky patii i spermatogonidlni kmenové buiiky (SSCs - spermatogonial stem cells) tvofici

spermie (Jaenisch and Young 2008).

2.2 Embryonailni kmenové buiiky (ESCs)

Embryonalni kmenové buiitky (ESCs) jsou pluripotentni buniky odvozené z kultivovanych bunék
embryoblastu preimplantacnich blastocyst u savct. Po injekci do embryi diferencuji do vSech
somatickych linii v€etn€ funkcnich gamet (Stewart et al. 1994).

Rok 1981 znamenal v bunééné biologii pievrat diky ustanoveni kultury mysich ESCs (Evans
and Kaufman 1981; Martin 1981). Pro udrzeni mysich ESCs v nediferencovaném stavu je pouzivana
standardni kultivacni metoda, kdy se ESCs kultivuji na podkladové vyzivové vrstvé embryonalnich
fibroblastt ¢i na zelatin€ a médium je obohaceno o fetalni hovézi sérum (FBS — fetal bovine serum) a
leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF — leukemia inhibitory factor). Nevyhodou tohoto zptisobu kultivace
je praveé pouziti podkladové vrstvy bunék a ne zcela definovanych podminek (FBS), které mohou
vyvolat spontanni diferenciaci a omezit reprodukovatelnost vysledkli. Z tohoto divodu bylo
v poslednich letech publikovano nékolik novych kultivacnich metod s pouzitim lépe vymezenych
podminek. Byla také publikovana komparativni studie srovnavajici tuto standardni metodu se dvéma
noveéjsimi. V prvnim piipad€ se pouzivaji semiadherentni mysi ESCs, které obsahuji geny pro dva
malé molekularni inhibitory: inhibitor glykogen syntazy kindzy 3 (GSK3) CHIR99021 a inhibitor
signdlni drahy MAPK/ERK PD0325901. V druhém ptipadé se ESCs kultivuji ve formé sféroidni
suspenzni kultury v definovaném médiu obsahujicim LIF a bazicky fibroblastovy rtstovy faktor
(bFGF — basic fibroblast growth factor). Vysledky experimentti ukézaly, Ze mySi ESCs rostouci
adherentné proliferovaly mnohem rychleji nez, kdyz byly kultivovany ve sféroidni suspenzi. Pti vSech
zminovanych kultiva¢nich metodach byl zachovan pluripotentni stav bun¢k. Médium obsahujici
inhibitory vytvarelo ve srovnani se standardni metodou cistsi kulturu kmenovych bunék. Znamky
spontanni diferenciace byly zanedbatelné (Tamm et al. 2013).

V roce 1998 byly poprvé definovany ESCs odvozené z lidskych blastocyst, které pfinesly nadeji
na jejich mozné vyuziti pfi riznych terapiich, napf. pii traumatickych poranénich michy (Thomson et
al. 1998). Vzbudily vSak také bouflivou diskuzi o etické strance vyzkumu, jelikoz ESCs pochézely z
»hadbytecnych* embryi pfipravenych pro in vitro fertilizaci, ze kterych se mize vyvinout lidské bytost
(Watt and Driskell 2010).



2.3 Kmenové buiiky odvozené ze zarodec¢né linie

Kmenové buniky odvozené ze zarodecné linie pochazi ze tfi zdroji a zahrnuji embryonalni
zarodecné buiiky (EGCs — embryonic germ cells), embryonalni buiiky karcinomu (ECCs — embryonal
carcinoma cells) a multipotentni kmenové buiiky zarodecné linie (mGSCs — multipotent germ line
stem cells). EGCs jsou odvozené z primordidlnich zarode¢nych bunék (PGCs — primordial germ cells),
které vznikaji v pozdnim embryonalnim a ¢asném fetalnim vyvoji z totipotentnich prekurzorovych
bun¢k. ECCs pochazi z testikuldrnich nadord dospé€lce, zatimco mGSCs vznikaji kultivaci SSCs
z juvenilnich i dospélych jedinct. Kmenové bunky odvozené ze zarodecné linie se vyznacuji
pluripotenci a jejich kultury byly ustanoveny s mirnymi odliSnostmi u mnoha druhd obratlovet (Kerr

et al. 2000).

2.3.1 Embryonilni zirode¢né buiiky (EGCs)

Vyvoj zarodecné linie u obratlovcl je nepietrzitym procesem od okamziku, kdy lze rozpoznat
PGCs beéhem raného vyvoje, do doby, nez u dospélci vznikaji gamety. PGCs maji pavod
v proximalnim epiblastu, ktery se naléza v blizkosti extraembryonalniho ektodermu. Vznikaji ze
stejnych prekurzorii jako napf. alantois, a o jejich zafazeni k zarodecné linii se rozhodne az po 6,5
embryonalnim dni (Lawson and Hage 1994). U mysi jsou pak tyto builky nejdiive detekovatelné
v sedmidennim embryu a jsou pravdépodobné prvnim mezodermalnim typem bunék, ktery zde vznika.
7,5 dpc je mozno na zakladé detekce pfitomnosti endogenni alkalické fosfatdzy pozorovat PGCs
blizko béze alantoisu v extraembryonalnim mezodermu, kde jsou uloZeny posteriorné vici
primitivnimu prouzku. Béhem 9 — 12,5 dpc, dochézi k migraci PGCs pfes endoderm zadniho stfeva a
mezenterium ke genitalni ryze a ke zvySovani jejich poctu az na 25 000 bun€k. Jejich proliferace
ustava zhruba 13,5 dpc. Pot¢ PGCs vstupuji do faze pohlavni diferenciace nasledovanou fazi
gametogeneze (Wylie and Heasman 1993; Xin et al. 1999).

Neuspéchy pfi kultivacich PGCs in vitro dlouhou dobu bréanily pochopeni, jak se savci
zarodecna linie vyviji (Xin et al. 1999). Poté vysledky nékterych vyzkumi ukazaly, ze ptidani faktoru
kmenovych bun¢k (SCF - stem cell factor, ligand c-kif) a LIF do kultivacniho média synergisticky
podporuje preziti a v n€kterych pifipadech i proliferaci mysich PGCs in vitro (Matsui et al. 1992).
Pozdé€ji byla také prokazana role bFGF v regulaci proliferace PGCs (Resnick et al. 1992). V
pfitomnosti Ctyf rastovych faktorti, bFGF, membranové asociovaného SCF, solubilniho SCF a LIF
dochazelo u PGCs kproliferaci a k tvorbé kolonii bunck podobajicich se nediferencovanym
pluripotentnim ESCs (Matsui et al. 1992). Diky této konverzi PGCs na EGCs, tedy bunky
morfologicky a vyvojoveé podobné ESCs, se tyto kultury staly novym zdrojem pluripotentnich bunék
(Xin et al. 1999; Tsung et al. 2003).



Pozdé&ji byly ptipraveny kultury EGCs za vySe uvedenych kultivacnich podminek i z lidské
tkané (Shamblott et al. 1998), z prasat (Shim et al. 1997; Piedrahita et al. 1998; Mueller et al. 1999;
Tsung et al. 2003) a kutat (Park and Han 2000; Kerr et al. 2006).

2.3.2 Embryonalni buiiky karcinomu (ECCs)

Stabilita diferenciace PGCs se mlize v embryu ménit a mohou vznikat, jak benigni nadory
(teratomy), tak maligni nadory (teratokarcinomy). Teratomy se vyviji v semenotvornych kanalcich
sam¢ich embryi zhruba 15,5 dpc jako malé shluky rychle proliferujicich nediferencovanych bunék.
Tyto buriky se oznacuji jako embryonalni butiky karcinomu (ECCs) (Stevens 1966; Donovan 1998).

Diferencujici nddorové buitky pak mohou tvofit rizné bunécné typy odvozené ze vSech tii
zarodecnych list (endoderm, ektoderm a mesoderm). Genetické, morfologické a imunologické

dikazy naznacuji, Ze tyto nadory pochazi z PGCs (Stevens 1967; Donovan 1998).

2.3.3 Multipotentni kmenové buiiky zarodecné linie (mGSCs)

Kanatsu-Shinohara et al. (2004) uspésné zalozili kulturu bunék z varlat juvenilni mysi, které
vykazovaly podobné vlastnosti jako embryondlni kmenové buiiky. Bunky této kultury se podobaly
ESCs/EGCs kromé jejich genomického imprintingu. Vykazovaly také silnou pozitivitu na pfitomnost
alkalické fosfatazy podobné jako ESCs/EGCs (Resnick et al. 1992; Matsui et al. 1992) (Obr. 3).

Obr. 3 Fenotypicka charakterizace bunék podobnych ESCs. Barveni alkalickou fosfatazou ukazuje, ze GSCs
jsou slabé pozitivni, zatimco bunky podobné ESCs a ESCs jsou silné pozitivni (pfevzato a upraveno dle
Kanatsu-Shinohara et al. 2004).

Tyto buiikky se za podminek pouzivanych kindukci diferenciace ESCs (viz kapitola 5.1)
diferencovaly do riznych typt somatickych bunék a po preneseni do mysi kmene ,,nude mice™ (holé
mys$i) produkovaly teratomy. Buiiky po transplantaci formovaly nadory u vSech pfijemcd uz po 4
tydnech. Tumory obsahovaly derivaty vSech tii embryonalnich zarode¢nych listi a to: dlazdicovity
epitel, neuralni epitel a sval. Podobné vysledky byly ziskany od tii odliSnych klontia i u mysi s knock-

out v genu p53. Naproti tomu nebyl prokazan vyvoj tumort po transplantaci zarode¢nych kmenovych



bun¢k (GSCs — germ stem cells). Kromé toho buitkky podobné ESCs tvofily po transplantaci do
blastocysty mysi chiméry zarode¢nych linii.

Na zaklad¢ téchto vysledki byly tyto buniky pojmenovany jako multipotentni kmenové bunky
zarodecné linie (mGSCs), aby se odlisily od GSCs, které diferencuji pouze na buiiky zarodecné linie
(Kanatsu-Shinohara et al. 2003).

Ptedpokladem je, Ze pitivodem jsou mGSCs odvozeny z SSCs, a ze schopnost stat se
multipotentni butikou je jedna z obecnych vlastnosti bun¢k zarode¢né linie (Kanatsu-Shinohara et al.

2004).

3 SOMATICKE BUNKY VARLAT

Somatické testikularni buiiky jsou oproti spermatogoniim, které v dospélém jedinci podstupuji
proliferaci a diferenciaci, relativné klidové. Hlavnimi somatickymi bunéénymi typy jsou Sertoliho
buniky, Leydigovy butiky a peritubuldrni myoidni buniky, které vznikaji ve fetalnim obdobi. Jejich
proliferace je ztidkakdy pozorovéna u sexualné zralych jedinct (Liu et al. 2009).

Sertoliho buriky jsou nezbytné pro utvareni morfologie varlat a pro spermatogenezi u obratlovct
a jsou jedinymi buiikami, které jsou v t€sném kontaktu s buiikami kmenovymi. Regulace zarodecnych
bun¢k se pak pravdépodobné odehrava pfimym kontaktem skrz velké oblasti desmozomalnich a
vodivych spojit (gap junctions). Tyto kontaktni oblasti jsou vSak vzacn€ vidény jen u spermatogonii
typu A, a proto se predpoklada, ze umoziiuji vznik spermii spise kontrolou prostiedi semenotvornych
kanalkt a sekreci parakrinnich faktori (Goossens and Tournaye 2006).

Sertoliho buiiky obsahuji receptory pro folikuly stimulujici hormon (FSH — follicle- stimulating
hormone) produkovany ptednim lalokem hypofyzy a pro testosteron. Zarodeénym buiikdm oba tyto
receptory chybi. Je tedy pravdépodobné, ze FSH a testosteron ovliviiuji zdrode¢né burnky tim, ze
moduluji funkci Sertoliho buné€k. Testosteron je nezbytny zejména pro pozd¢jsi faze zrani spermatid.
FSH stimuluje mitézu Sertoliho bun¢k béhem vyvoje varlat, a mize tak ovlivnit spermatogenni bunky
varlat dospélych jedincti (McLachlan ef al. 1995).

Vzhledem k tomu, Ze jsou spermatogonialni builky v piimém kontaktu s bazalni membranou
semenotvornych kanalkli, mohou reagovat i na diftizni parakrinni faktory sekretované Leydigovymi
nebo myoidnimi bunikami, jez jsou pfitomny v intersticidlnim prostoru. Myoidni bunky obklopujici
semenotvorné kanalky pak ovliviiuji funkci Sertoliho bunék sekreci riiznych latek, vcetné ristovych
faktorti ¢i komponentl extracelularni matrix (Maekawa et al. 1996; Goossens and Tournaye 2006).

Leydigovy buiiky maji mezenchymalni ptivod a produkuji testosteron. Jejich vyvoj je délen do
Ctyt stadii: kmenové, progenitorové, nezralé a zralé. Z kmenovych nediferencovanych bunck vznikaji
progenitorové Leydigovy bunky. Maji receptor pro luteiniza¢ni hormon (LH — luteinizing hormone),

vysokou mitotickou aktivitu a produkuji spiSe metabolity testosteronu. Postupné vznikaji zralé
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hormonu (Chen et al. 2009).

4 TESTIKULARNI KMENOVE BUNKY

4.1 Charakteristika

Testikularni kmenové buniky (TSCs - testicular stem cells) jsou nediferencované bunky ptivodem
z PGCs. Jakmile se PGCs objevi v genitalni ryze, jsou uzavieny Sertoliho bunkami a stavaji se
buikami oznacovanymi jako prospermatogonie ¢i gonocyty. Gonocyty jsou po né€kolikadenni
proliferaci zastaveny v G¢/G; fazi. Po narozeni jedince gonocyty opé€t zahdji proliferaci a po par dnech
osidli bazalni membranu semenotvornych kanalkli a stavaji se nediferencovanymi spermatogoniemi
typu A, tedy samcimi kmenovymi buiikami zarodecné linie, tzn. TSCs. Jsou odpovédné za zachovani
komplexniho procesu spermatogeneze z konstantné se obnovujici malé populace téchto bunék
(Sapsford 1962 podle Goossens and Tournaye 2006 ; Kluin and de Rooij 1981; Kanatsu-Shinohara et
al. 2003; Goossens and Tournaye 2006).

TSCs, jejichz podmnozinou jsou SSCs, jsou jednoduché bunky s vejcovitym tvarem jadra, které
ma jadérko blizko nuklearni membrany. Denzni cytoplazma obsahuje maly Golgiho aparat, nékolik
mitochondrii a mnoho volnych ribozomd. Jsou lokalizovany na bazdlni membrané semenotvornych

kanalki varlat (Keros et al. 2005).

4.2 Proliferace

Proces sebeobnovy TSCs se nepatrné 1isi u ,,neprimatnich* savcti a u primatt (Goossens and

Tournaye 20006).

4.2.1 A, model a Ay/A; model spermatogeneze u ,,neprimatnich savci

A model navrzeny roku 1971 je dosud nejvice pouzivanym modelem sebeobnovy TSCs.
Vzhledem k topografickému uspotfddani byly klasifikovany tfi skupiny nediferencovanych
spermatogonialnich bun€k typu A: odd€lené (isolated), parové (A, - paired) a uspofadané (A, -
aligned). Predpoklada se, Ze oddé€lené spermatogonie jsou skupinou funkénich kmenovych bunék,
jelikoz jsou vzdy pritomny v epitelu semenotvorného kanalku. Byly tudiz oznaceny jako A (s - stem,
single). Dvojice bun€k spojené cytoplazmatickymi mistky oznaCované jako A, se dale déli a vytvari
stale delsi fetézce A, spermatogonii. Ve chvili kdy prolifera¢ni kompartment dosdhne své konecné

velikosti, mitoticka aktivita ustane a celd populace se morfologicky pfeméni na spermatogonie typu



A;. Skupina spermatogonii typu A; vstoupi do diferenciatniho kompartmentu a zacne tak
spermatogonialni zrani. Morfologicka diferenciace ze spermatogonialni buiiky typu A; na typ B je
doprovazena postupnou akumulaci heterochromatinu a redukei velikosti jadra (Huckins 1971).

V druhém Ay/A; modelu se SSCs déli na dvé skupiny: rezervni kmenové bunky (Ag) a
obnovujici se kmenové bunky (A; — A4). A spermatogonie se v normalnich varlatech potkant déli jen
vzacng, zatimco obnovujici se skupina kmenovych bunck soucasné tvoii nové kmenové buniky (A;) a
diferencované spermatogonie, z kterych pak vznikaji spermatocyty (Clermont and Bustos-Obregon

1968; Dym and Clermont 1970).

4.2.2 A /A4 model spermatogeneze u primatiu

U primath se vyskytuji dva typy spermatogonii A, tmavé (Agu; Ag) a sVEtIE (Apue; Ap)
(Clermont and Leblond 1959). U makaka rhesus vznikaji nasledné diferenciaci cCtyfi typy
spermatogonii a to, B;, By, Bs a Bs. Ayue spermatogonidlni buiiky zajiSt'uji sebeobnovu a jsou tedy
progenitory, zatimco Agax jsou TSCs a jejich funkce je regeneracni. Pfed vznikem spermatocytl se u

Clovéka vyskytuje pouze jedina generace spermatogonii typu B (Obr. 4) (Ehmcke et al. 2006).
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Obr. 4 Schéma premeiotickych krokii spermatogeneze u a) mysi, b) makaka rhesus a ¢) muZe. Cislo pod
buitkou udava pocet deefinych bunék odvozenych z jedné progenitorové buiiky, u které dojde k diferenciaci. I —
prechodny typ mezi spermatogoniemi A a B; Spc — spermatocyt (pievzato a upraveno dle Ehmcke et al. 2006).



4.3 Regulace TSCs

TSCs se mohou vyvijet tfemi riznymi sméry: mohou se sami obnovovat, mohou se diferencovat
nebo sméiuji do apoptézy. Mechanismy, které rozhoduji, jakou cestou se tyto bunky vydaji, jsou

pfedmétem intenzivniho zkoumani (Goossens and Tournaye 2006).

4.3.1 Regulace sebeobnovy

Vysledky studie zabyvajici se regula¢nimi drahami u normalnich varlat prokazaly, ze
neexistuje mechanismus, ktery by udrzoval lokalni hustoty kmenovych bun¢k nebo nediferencovanych
spermatogonii (de Rooij and Janssen 1987). Na druhou stranu, degenerace diferencujicich se
spermatogonii je na téchto zmeénach hustoty naopak zavisla. V epitelu semenotvorného kanalku varlete
se zfejme muze vyvijet jen omezeny pocet spermatogennich bun¢k (de Rooij and Lok 1987).

V piipadé velké ztraty bunék, napt. cytotoxickymi latkami nebo ozarenim, preferuji kmenové
buiiky proces sebeobnovy pied diferenciaci (van Keulen and de Rooij 1975; van Beek et al. 1990).

Dalsi roli vregulaci pfeziti a mozna i proliferace spermatogonii typu A hraji SCF a
granulocytovy-makrofagovy faktor stimulujici kolonie (GM-CSF — granulocyte macrophage-colony
stimulating factor). Spermatogonie typu A prasete byla dlouho kultivovana v médiu bohatého na
draslik a ukézalo se, ze vysoké koncentrace SCF ¢i nizké koncentrace GM-CSF podporuji pteziti
bunek. Naopak vysoké koncentrace GM-CSF buné¢né pteziti snizuje. Riizné kombinace SCF a GM-
CSF neprokazaly vyznamnéjsi vliv na pfezivani spermatogonii typu A (Dirami ef al. 1999).

Neurotroficky faktor odvozeny z gliové bunécné linie (GDNF - glial cell line-derived
neurotrophic factor) produkovany Sertoliho buitkami se také tuCastni regulace proliferace
nediferencovanych spermatogonii. V ptipadé snizené exprese GDNF dochéazelo k vycerpani
rezervnich kmenovych buné€k, zatimco pii zvySené expresi GDNF se nediferencované spermatogonie
hromadily (Meng et al. 2000). Bunécna signalizace indukovand GDNF hraje tedy zdsadni roli
v sebeobnoveé SSCs (Kubota et al. 2004).

4.3.2 Regulace diferenciace

Zasadni roli v proliferaci diferencujicich se spermatogonii u prepubertalnich mysi hraje gen c-
kit. Mechanismy, které reguluji nastup spermatogeneze a expresi c-kit, jsou vSak tézko srozumitelné.
Vin vitro studii byl v bunikdch varlat prepubertalnich mysi identifikovan novy systém signalni
transdukce, ktery tuto udalost reguluje. Soucasti tohoto systému je kostni morfogeneticky protein 4
(BMP4 — bone morphogenetic protein 4) a jeho transduk¢éni mechanismus. BMP4 je produkovan
Sertoliho buitkami v raném obdobi po narozeni a postupné je downregulovan. Jeho receptory jsou
Alk3 a Smad5, které jsou exprimovany v proliferujicich PGCs a v postnatalnich spermatogoniich.

Pokud jsou kultivované spermatogonie stimulovany BMP4, dochazi k nukledrni translokaci Smad4/5 a
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k tvorbé DNA-vazajicitho komplexu s transkripénim koaktivatorem p300/CBP. Vyzkum na mysSich
prokazal nezbytnou roli tohoto koaktivatoru pro embryondlni rdst, vyvoj orgédni a bunécnou
homeostazi. Mitogenni a diferencia¢ni ucinky exprese genu c-kit byly sledovany pomoci metody
vyuzivajici inkorporaci *H thymidinu do DNA. Bylo zjiténo, e ptitomnost BMP4 v in vitro
podminkach vyvola expresi tohoto genu u nediferencovanych spermatogonialnich buné¢k. Metabolické
zaélenéni *H thymidinu do DNA je stale Siroce pouzivand metoda pro sledovani rychlosti syntézy
DNA a bunééné proliferace. Soucasné se ale hromadi ditkkazy prokazujici jeho schopnost zastavit
bunéény cyklus a navodit apoptdézu. Disledkem exprese receptoru c-kit ziskaji c-ki- negativni
spermatogonie citlivost na SCF. Draha BMP4/Alk3/Smad5 funguje v postnatalnich varlatech a je tedy
zapojena do regulace diferenciace spermatogonii (Yao et al. 1998; Hu et al. 2002; Pellegrini et al.
2003).

Vyse zminény proto-onkogen c-kit je transmembranovy tyrozinkindzovy receptor, ktery
spolecné se svym ligandem SCF hraje duilezitou roli v regulaci ranych stadiich spermatogeneze. Bylo
prokazéano, ze c-kit receptor je ve vazb€ s lokusem dominantni bilé strakatosti (W — white spotting
locus). Mutace pravé vtomto W misté ovliviiuji rizné aspekty hematopoézy, stejné tak jako
proliferaci ¢i migraci PGCs a melanoblasti béhem vyvoje (Nocka et al. 1989; Koshimizu ef al. 1991).
Ristovy faktor SCF je naopak ve vazbé se Steel (Sl) lokusem. Transplantaci testikularnich
zarodecnych bunék z GFP (green fluorescent protein) transgennich mysi do semenotvornych kanalkti
W mutantnich my$i bylo prokazano, ze SCF je prerekvizitou pro zachovani c-kit pozitivnich
diferencovanych zarode¢nych bungk, ale ne pro proliferaci nediferencovanych spermatogonii typu A.
Delece nebo mutace v genu kodujici c-kit nebo jeho ligand SCF zptsobuje sterilitu v disledku ztraty
zarode¢nych bunck. Zkoumanim téchto mutantii bylo objasnéno, jak dilezita je interakce mezi c-kit a
SCF pro normalni vyvoj PGCs a spermatogonii (Koshimizu et al. 1991; Ohta et al. 2000).

Dale byly také zkoumany Steel-Dickie (SI%) mutace a jejich vliv na testikuldrni zarode¢né
buiiky s vyuzitim kryptorchidnich varlat u mysi. Kryptorchismus je stav, kdy jedno nebo ob¢ varlata
nesestoupila do Sourku. U kryptorchidnich varlat mutantnich mysi byl pribéh spermatogeneze
narusen, a to hlavné béhem piechodu ze spermatogonii typu A do spermatogonii typu B a pfii
meiotickém déleni. Zaroven dosSlo ke snizeni jejich poc¢tu. Na druhou stranu proliferacni aktivita
spermatogonii typu A byla béhem bunécného cyklu normalni. Po operaénim zdkroku, kdy byl
kryptorchismus zvracen, doslo k regeneraci a diferenciaci zralych zarode¢nych bunck varlat u wild-
type mys$i, zatimco u mutantnich mysi zotaveni nebylo pozorovano (Tajima et al. 1991; Paulozzi
1999).

Byly popsany i dalsi faktory a mechanismy zpisobujici zastaveni spermatogonialni
diferenciace, a tim padem zvyseni populace kmenovych bunek v semenotvornych kanélcich (Goossens
and Tournaye 2006). Jednim z takovych mechanismi je nedostatek vitaminu A. U varlat potkant
deficitnich na vitamin A (VAD — vitamin A-deficient) byla zkouména proliferacni aktivita

spermatogonii typu A pied a po podani vitaminu A. Ve vétsiné kanalki VAD varlat se nachazely
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pouze Sertoliho buiiky a spermatogonie typu A, v men$i miie pak spermatocyty ve fazi preleptotene.
Ocividné doslo ke ztraté a degeneraci zarode¢nych bunéek. I mezi zbyvajicimi spermatogoniemi typu A
byly nalezeny oslabené buiiky. Pomoci znaceni 5- bromodeoxyuridinem (BrdU), ktery je svou
inkorporaci do DNA schopen oznacit proliferujici burnky, bylo zjisténo, ze spermatocyty ve fazi
preleptotene u VAD varlat byly zastaveny v S fazi bunééného cyklu, aby nedochazelo k zahajeni
profaze meidzy. Spermatogonie typu A byly u VAD varlat zastaveny jiz ve fazi G, ¢i G; stejné jako
nediferencované spermatogonie typu A. Po podani vitaminu A doslo k op€tovnému nastartovani
spermatogeneze. Zpocatku byla aktivita spermatogonii typu A na nizké trovni, pak se ale zacaly
diferencovat na spermatogonie typu A;. Po 24 hodinach doslo k proliferaci téchto bun¢k v S fazi. Po
48 hodinach se vétSina zacala délit na spermatogonie typu A,. U spermatocytii ve fazi preleptotene
dochazelo spise k jejich degeneraci, ale u nékterych bunék vyvoj pokracoval. Vzhledem k tomu, Ze
semenotvorné kanalky obsahovaly jen malo téchto spermatocytl, nejsou ziejmé rozhodujicim
bunéénym typem pro opétovné zahajeni spermatogeneze (van Pelt ez al. 1995; Lehner et al. 2011).

Moznosti jak obnovit spermatogenezi u varlat VAD mysi je i podavani kyseliny retinové (RA
— retinoic acid), i kdyz se zpocatku zdalo, ze jeji plisobeni zadny efekt nema. RA siln€ stimuluje
prolifera¢ni aktivitu spermatogonii typu A. Po né€kolika dnech 1écby RA byly ve vétSing
semenotvornych kanalkli vidény spermatogonie typu B, spermatocyty ve fazi preleptotene a byly
pfitomny i spermatocyty ve fazi zygotene. RA je tedy schopna indukovat synchronni proliferaci a
diferenciaci spermatogonii typu A na spermatocyty. Opakované podavani RA pak podpofilo vyvoj
spermatogennich bunék v prodlouzené spermatidy (van Pelt and de Rooij 1991).

Dalsi mechanismus regulace diferenciace byl popsan u dospélych samcti mysi, kteri byli
mutantni v genu pro juvenilni spermatogonidlni depleci v homozygotnim stavu (jsd/jsd — juvenile
spermatogonial depletion). U téchto jedincii se prokazala azoospermie a jejich varlata méfila tfetinu
normalni velikosti. Na rozdil od samci, jsd/jsd samice plodné jsou. Pomoci histologickych metod bylo
u jsd/jsd mysi ve véku 3-10 tydnil zjiSténo, Ze u nich probéhla jedna vina spermatogeneze, ale nedoslo
k proliferaci spermatogonii typu A na bazadlni membran€. Nasledkem toho se v semenotvornych
kanalcich objevil maly pocet Sertoliho bun€k s obcasnym vyskytem bunék spermatogonidlnich. Vyse
zminéna 1écba retinolem (vitaminem A) nebyla u téchto mysi uspés$na (Beamer et al. 1988). Pozdéji
byla vyzkousSena lécba antagonistou gonadotropin-releasing hormonu (GnRH-Ag — gonadotropine-
releasing hormone antagonist), kterd zptsobila snizeni vahy varlat a seminalnich vacka a pokles
koncentraci intratestikularniho testosteronu. Ubytek vahy byl nejspie zptisoben redukei Leydigovych
bunék a ztratou fluidni sekrece Sertoliho buiikami, které ovliviiuji vahu varlete. Ackoliv 1é¢ba GnRH-
Ag obnovila u jsd/jsd mysi spermatogonialni diferenciaci a spermatocyty se mohly dale vyvijet,
nebyly objeveny zaddné spermatidy. Tato studie vSak pfedpokladala, ze spermatogonialni diferenciace
u jsd/jsd mysi je citliva na vysoké intratestikularni koncentrace testosteronu a miize pokracovat pouze

v ptipad¢ potlaceni produkce testosteronu (Matsumiya et al. 1999).
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Dalsi mechanismus regulace byl zkouman na potkanech. Jednotlivi jedinci byli intoxikovani
2,5-hexanedionem, ktery jim byl podavan bud’ v pitné vodé€, nebo intraperitonedlni injekci. Drtiva
vétSina histologickych tezii varlat ukézala, Ze doSlo k postupnému vycerpani diferencujicich se
zarodecnych bun€k v semenotvornych kandlcich. Nekrozou byly pak nejvice postizeny prodlouzené
spermatidy, ale také spermatocyty a kruhové spermatidy. Nejstalej$im typem diferencujicich se bunck
byly spermatogonialni bunky (Boekelheide 1988).

I pozdéjsi studie prokazala, ze 2,5-hexanedion indukuje ireverzibilni atrofii varlat, pfi které
zustavaji pouze Sertoliho buniky a spermatogonidlni kmenové bunky. Pravé po vystaveni 2,5-
hexanedionem se nékteré spermatogonialni buiiky aktivné délily a zbyvajici kmenové buiilky zstaly
bud’ v klidovém stadiu, nebo u nich pomalu probihal bunécny cyklus. Touto metodou se tedy ovérila
pfitomnost aktivné se délici populace kmenovych bunck u nevratné poskozenych varlat (Allard et al.
1995).

Posledni mechanismus regulace diferenciace byl zaznamenan u Lewis x Brown Norway F1
(LBNF1) kmene hybridnich potkanti, ktefi byli vystaveni gamma zafeni v davkach od 2,5 do 6,5 grayt
(Gy — jednotka absorbované davky zafeni v soustavé SI). V disledku ozafeni doSlo k usmrceni
radiosenzitivnich diferencujicich se spermatogonii, a tim k vyCerpani zarodecnych bunck. K
castecnému obnoveni spermatogeneze doslo 4 az 6 tydni po ozafeni, kdy prob&hlo obnoveni populace
zarodecnych bunek z ptezivsich kmenovych spermatogonii v semenotvornych kanalcich. Pti davce 2,5
Gy se spermatogeneze udrzovala po dobu 60 tydnt, avSak pii zvySenych davkach od 3,5 do 6,5 Gy
mira obnoveni populace zarodecnych buné€k klesala. Jadra Sertoliho bunc¢k se po iradiaci morfologicky
zmenila. Jejich tvar byl cylindricky az trojuhelnikovity a primeér jader byl vyznamné mensi nez u
kontrolnich potkanti. Jedinymi spermatogennimi bufikami v semenotvornych kandlcich varlat byly
spermatogonie typu A, které byly pozorovany jako jednotlivé buiikky nebo jako kolonie. Obnova
spermatogeneze nebyla uspé$nd. Toto selhani ale nebylo zptisobeno nedostatkem hormont, jelikoz
koncentrace gonadotropinu po ozafeni vzrostla a koncentrace testosteronu zistala stejnd jako u
kontrolni skupiny potkant (Kangasniemi et al. 1996).

Na LBNF1 potkanech byla také ukazana uspéSna stimulace obnovy spermatogeneze po
ozéateni pomoci hormonalni 1é¢by, konkrétné ucinkem GnRH — Ag a testosteronu (Meistrich and
Kangasniemi 1997).

V soucasné dobé¢ neni pfili§ jasné, jak je diferenciace spermatogonidlnich bunék regulovana,
ale pravdépodobné hraji nejvyznamnéjsi roli Sertoliho bunky. Pfi vSech zminénych experimentech
byla funkce téchto bunék poskozena, coz mélo za nasledek nedostatecnou spermatogenezi. Pouze u
W/W mysi postradajicich c-kit receptor byl problém v odpoveédi spermatogonialnich bunék na SCF

sekretovany Sertoliho buiikami (Goossens and Tournaye 2006).
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4.3.3 Regulace apoptézy

Nédorovy supresorovy protein p33 s apoptotickou funkci a schopnosti zastavit bunécny cyklus
brani replikaci DNA u bunék, které vykazuji poskozenou DNA (Bates and Vousden 1996). Tento
protein hraje roli v proliferaci spermatogonii a v odpoveédi na ozafeni. Bylo zjisténo, Ze b&hem
normalni spermatogeneze nedochdzi k expresi p53 u spermatogonialnich bunck, avsak po dévce 4 Gy
rentgenového zafeni se p53 ve spermatogoniich prokazatelné vyskytoval. Vysledky experimentti u
mys$i s knock-out v genu p53 naznacily, ze tento protein je dulezity piiprodukci normalnich
spermatogonialnich bun€k a pii odstranéni letalné poSkozenych spermatogonii, stejné tak jako
pii regulaci apoptozy po poskozeni DNA ozarenim (Beumer et al. 1998).

V prubéhu normalni spermatogeneze je dilezita vina apoptdzy, kterd udrzuje poméer mezi
bunikami zarodecné linie a Sertoliho buitkami. U transgennich mysi byly zkoumany dopady exprese
antiapoptickych proteini Bcl-x; ¢i Bcl-2, které zptsobily abnormalni pribéh spermatogeneze
doprovazené sterilitou (Rodriguez et al. 1997). DalSim antiapoptickym ¢lenem genové rodiny Bcl-2 je
Bcl-w, ktery tvoii komplexy s proapoptickymi faktory Bax a Bak. Pravé poméry mezi Bax/Bcl-w a
Bak/Bcl-w jsou rozhodujici pro preziti Sertoliho bunék, spermatogonii a spermatocyti (Yan et al.

2000).

5 INDUKCE DIFERENCIACE TESTIKULARNICH KMENOVYCH BUNEK
IN VITRO

Testikularni kmenové buiiky s multipotentnim ¢i dokonce pluripotentnim charakterem byly

izolovany u mysi a pozdéji i u ¢loveka, viz Tab. 1 (Kee et al. 2010).

Tabulka 1/ Vyzkum kmenovych bunék varlat (pfevzato a upraveno dle Kee et al. 2010)

Vyzkum Bunéény typ

Mys
(Kanatsu-Shinohara et al. Multipotentni kmenova buiika zarodecné linie (mGSC)
2004)

(Guan et al. 2006) Multipotentni adultni kmenové butika zarodec¢né linie (maGSC)
(Ko et al. 2009) Pluripotentni kmenova buitka odvozena ze zarodecné linie (gPSC)
Clovék

(Conrad et al. 2008) Lidska adultni kmenova bunka zarodec¢né linie (haGSC)

(Kossack et al. 2009) Lidské multipotentni kmenové buiika zarodecné linie (hMGSC)
(Golestaneh et al. 2009) Lidska pluripotentni buitka podobné ESCs
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5.1 Multipotentni kmenové buiiky zarode¢né linie (mGSCs)

Jak jiz bylo dfive zminéno, kultura mGSCs zalozend z varlat juvenilni mysi, se v in vitro
podminkach dokdzala diferencovat do rtznych linii somatickych bun€k. Pfi experimentech byla
pouzita jedna z metod indukce diferenciace ESCs in vitro, kdy se ESCs kokultivuji se stromalni
bunéénou linii OP9. U linie OP9 nedochazi k expresi funkcniho faktoru stimulujiciho kolonie u
makrofagli (M-CSF — macrophage colony-stimulating factor), jehoz pfitomnost inhibuje diferenciaci
ESCs vkrevni bunky kromé& makrofagh. Tato metoda je UCinnym systémem, jak indukovat
diferenciaci ESCs v mezodermalni buiiky, jako jsou krevni buiiky erytroidni, myeloidni a B buné¢né
linie (hematopoetické) ¢i bunky svalové (Nakano ef al. 1994).

Nejdiive tedy byly mGSCs preneseny na OP9 stromalni vyzivnou vrstvu. V priibéhu 10 dnt
byly pozorovany rizné bunécné typy véetné hematopoetickych i vaskuldrnich bun€ék a spontdnné
kontrahujicich myocyti. K indukci hematopoézy doslo také v ptipadé€, kdy byly mGSCs kultivovany
v polotekutém médiu z metylceluldézy pro vytvoreni embryoidnich télisek. Embryoidni téliska (EBs —
embryoid bodies) jsou trojrozmérna uskupeni bunék, ktera vznikaji z kultivovanych ESCs in vitro a
jsou schopné diferencovat na buiiky vSech tfi zarodecnych listl (Dang et al. 2002; Kanatsu-Shinohara
et al. 2004).

V ptipadé, ze byl pouzit postup pro diferenciaci na builkky neurdlni linie, mGSCs tvoftily
neurony a gliové burniky. V mensi mife byly nalezeny i dopaminergni neurony. Multipotentni kmenové
buitky zarodecné linie byly podobné jako nediferencované ESCs pieneseny na zelatinou potazené
kultivacni misky s N2B27 médiem. N2B27 médium se sklada z média DMEM/F12 a neurobazalniho
média v poméru 1:1 s piidavkem komponenty B27 (smés proteinil, hormontl a vitaminit) a N2 (smés
inzulinu, apotransferinu, progesteronu, putrescinu, seleniCitanu sodného a hovéziho sérového
albuminu). K indukci diferenciace bun¢k na neurony doslo po pouziti FGF. Kultury byly nejdiive
kultivovany 24 h v médiu N2B27 s ptfidanim LIF, aby byly poté zjistény ucinky FGF na vznik
neuralnich prekurzori.

Ve srovnani s ESCs, kultura mGSCs tvofila vice gliovych bun€k a i vyznamné vice kolonii
cévnich a svalovych bunék. Podle predpokladu mGSCs diferencovaly na vSechny oc¢ekavané bunécné

linie (Ying et al. 2003; Kanatsu-Shinohara et al. 2004).

5.2 Multipotentni adultni kmenové buriky zarodec¢né linie (maGSCs)

V roce 2006 se podatilo izolovat SSCs i z varlat dospélych samcti mysi, které po kultivaci
vykazovaly vlastnosti ESCs. Byly pojmenovany jako multipotentni adultni kmenové buiiky zarodecné

linie (maGSCs — multipotent adult germline stem cells). Jako dikaz, ze jsou schopny diferencovat in
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vitro na derivaty vSech tfi zdrodecnych listd, byla pro indukci diferenciace pouzita tzv. technika
visicich kapek (hanging drops technique).

Pomoci této metody, kterd je standardné pouzivana pro indukci diferenciace mysich ESCs,
byly maGSCs kultivovany jako embryoidni téliska ve visicich kapkach s pouzitim standardniho média
dopInéného o 20% FBS, L-glutamin, neesencidlni aminokyseliny (NEAA — non-essencial amino
acids) a B-merkaptoetanol (f - ME).

Kultura maGSCs byla standardné kultivovana v médiu bez LIF a 2 x pasaZovana. Poté bylo asi
400 bun€k v 20 pl diferenciacniho média umisténo na vicka Petriho misek naplnénych PBS pro
zachovani humidity a inkubovany jako visici kapky po dobu 2 dnd. Nasledné byly buiiky v kapkach
preneseny do média v Petriho miskach uréenych pro baktérie (zabranéni adheze bunék k plastu) a
kultivovany po dobu dalSich 3 dnt. Paty den byla jednotliva EBs pfenesena na rtzné druhy
kultivacnich nadob, jejichz povrch byl vzdy potazeny zelatinou a nasledovala série analyz jako
morfologicka analyza, imunocytochemie a nakonec polymerazova tetézova reakce spjata s reverzni
transkripci (RT-PCR — polymerase chain reaction with reverse transcription).

Pomoci RT-PCR byla potvrzena diferenciace maGSCs v mezodermalni linii zahrnujici srdecni
a kosterni svalové bunky ¢i vaskularni bunky, kdy byly zjistény exprese raného mezodermalniho
markeru brachyury.

V ptipadé, ze doslo k neuroektodermalni diferenciaci, byla pozitivni exprese nestinu, markeru
pro neuroepitelidlni prekurzory, a dale markerti pro neurony: synaptofysinu, tyrosin hydroxylazy a
dopaminového receptoru 2 (Drd?2). Béhem diferenciace EBs byly vidény dokonce i buiiky s fenotypem
charakteristickym pro hepatocyty (Guan et al. 2006).

5.3 Pluripotentni kmenové buiiky odvozené ze zarodecné linie (gPSCs)

Moznost odvodit pluripotentni buniky z unipotentnich GSCs (SSCs) varlat dospélych mysi byla
nezavisle potvrzena vroce 2009. Tyto buiikky byly nazvany jako pluripotentni kmenové bunky
odvozené ze zarodecné linie (gPSCs — germline-derived pluripotent stem cells) a jejich vyzkum u nich
prokazal vlastnosti ESCs, tedy in vitro a in vivo diferenciaci, tvorbu teratomti a chimér zdrodecnych
linii nebo expresi specifickych genovych markert pluripotence.

Pro in vitro diferenciaci gPSCs v kardiomyocyty a neuralni buiiky byla pouzita EBs z gPSCs,
které byla dale kultivovana.

Pfi neuralni diferenciaci byly gPSCs pfeneseny do definovaného média pro pfeziti neuralnich
prekurzorti odvozenych z ESCs, tudiz byly kultivovany na y-ozafenych embryonalnich fibroblastech
v DMEM médiu (DMEM - Dulbecco’s modified Eagle’s medium) obsahujici 20% FBS, f — ME,
nukleosidy, NEAA a lidsky rekombinantni LIF. Poté byly pfeneseny na kultivacni misky potazené
zelatinou, kde se shlukovaly a v nepiitomnosti LIF vytvofily EBs. Ctyidenni EBs byly kultivovany po
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dobu 5 dni v médiu ITSFn (DMEM/F12 doplnény o inzulin, transferin, chlorid seleniCity a
fibronektin). Buiikky byly poté disociovany pomoci trypsinu, pifeneseny na misky potazené
polyornithinem a kultivovany v médiu DMEM/F12 doplnénym o inzulin, transferin, progesteron,
putrescin, chlorid seleni¢ity, bFGF a laminin. Po 5 dnech byly buiiky seskrdbany v HBSS (Hank's
balanced salt solution) zbaveného vapniku a hotc¢iku a resuspendovany na jednobunécnou suspenzi.

Neuralni prekurzory odvozené zgPSCs byly poté kultivovany v pfitomnosti bFGF a
epidermalniho ristového faktoru (EGF — epidermal growth factor) a nasledné 4 dny v pfitomnosti
bFGF a ristového faktoru odvozeného z krevnich desti¢ek (PDGF — platelet-derived growth factor).
Druhd zminéna kombinace rlstovych faktord je znama svym ucinkem na proliferaci prekurzorii
gliovych bunék. Diferenciace v oligodendrocyty a astrocyty byla indukovana odstranénim rastovych
faktor a pfidanim trijodthyroninu a kyseliny askorbové (Briistle ez al. 1999; Ko et al. 2009).

Experimenty pro diferenciaci v kardiomyocyty byly opét zahajeny produkci EBs z gPSCs, které
byly kultivovany metodou visicich kapek v médiu DMEM doplnéného o 20% FBS, 1% minimalni
esencialni médium (MEM — minimal essential medium), glutamax, penicilin, streptomycin a  — ME.
Embryoidni téliska pak byla pfenesena na Zelatinou potazené kultivacni misky a mikroelektrodova
pole pro extracelularni snimani, dale do kultivacnich desticek pro metodu tercikového zamku (patch-
clamp) a na sklenénd kryci sklicka pro konfokalni mikroskopii.

V kultufe byly pozorovany buiiky pozitivni na Flk1, marker mezodermalni bunécné linie, na
Tujl, neuronalni marker a také na a-fetoprotein, marker specificky pro hepatocyty. Po injekci gPSCs
do 6 tydenni atymické mysi gPSCs tvorily teratomy, které obsahovaly butiky vSech tfi zarodecnych
listd (Obr. 5) (Igelmund et al. 1999; Ko et al. 2009).
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Obr. 5 In vitro a in vivo diferenciace gPSCs. A a B) Neuronalni diferenciace gPSCs. Neurony pozitivni na
Tujl (A) sbarvenim jader pomoci DAPI (B). C a D) Imunofluorescencni barveni markeru ranych
mezodermalnich bunéénych prekurzorti Flk1 (C) s DAPI (D). E a F) Buiky v kultute gPSCs pozitivni na a-
fetoprotein (E) s DAPI (F). G - L) Teratomy obsahujici buiiky vSech tii zarodecnych listl: mezoderm (krev a
sval: G), endoderm (pankreat: L a respiracni epitel: I) a ektoderm (mazova zlaza: K, kize: H a mozek: J)
(pfevzato a upraveno dle Ko et al. 2009)

5.4 Lidské adultni kmenové buiiky zarodecné linie (haGSCs)

v w

Uspé&sné byly izolovany i spermatogonialni buiiky z lidské testikularni tkang, které po kultivaci
vykazovaly vlastnosti lidskych ESCs a byly oznaceny jako lidské adultni kmenové bunky zarodecné
linie (haGSCs — human adult germline stem cells). K indukci diferenciace haGSCs in vitro byly
pouzity metody pro myogenni, osteogenni, pankreatickou a neuralni diferenciaci lidskych ESCs.

Pro myogenni diferenciaci byla pouzita technika visicich kapek, kterd ukazala po
imunofluorescen¢nim barveni pozitivni builky na a-aktinin a a-aktin hladké svaloviny (ASMA — o-
smooth-muscle actin). Pomoci RT-PCR byla poté prokdzana exprese myoD, Gata4, cTNT a ASMA,
tzn. gent typickych pro buiiky svaloviny (Maltsev et al. 1993).

Pti pokusech o osteogenni diferenciaci byla také vytvotena EBs a médium bylo doplnéno o B-
glycerofosfat a dexametazon. Konkrétné¢ dexametazon mél velky vliv na expresi transkripéniho
faktoru runx2, ktery je nezbytny pro diferenciaci v osteoblasty, a dale i na expresi proteinti kostni
tkan¢ osteokalcin a osteopontin (Bielby et al. 2004).

I kdyz ma slinivka bfisni a centralni nervovy systém odlisny ptivod a funkce, jejich vyvoj je

regulovan podobnymi mechanismy. Na zakladé téchto podobnosti vznikla hypotéza, ze zpiisob,
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kterym jsou indukovany neuralni bunky z ESCs, je mozno adaptovat na endokrinni pankreatické
buiiky. Proto byla exprese endokrinnich pankreatickych genti zkoumana na bunécnych populacich
pozitivnich na nestin. Timto zptsobem byla indukovana diferenciace i haGSCs in vitro. Nejdiive byly
nestin-pozitivni buitky pochazejici z EBs kultivovany v médiu ITSFn, ve kterém vétSina jinych bunék
odumird. Poté bylo médium doplnéno o N2, B27 a bFGF a byla sniZzena koncentrace glukdzy. Poté byl
bFGF odebran a naopak byl do média pfiddn nikotinamid, ktery zptsobil zvySeni poctu
pankreatickych endokrinnich bun€k. Vysledkem byla produkce shlukti bunék exprimujicich inzulin.
Pomoci RT-PCR byla posléze v diferencovanych builkdch prokazana zvySend exprese genli
specifickych pro B-bunky, jako jsou napf. inzulin a Is//, glukagon ¢i neurogenin 3 (Ngn3) (Lumelsky
et al. 2001; Segev et al. 2004).

V experimentech o neurdlni diferenciaci byla vytvoiena EBs poté, co haGSCs byly pfeneseny
na neadherentni povrch misek ur€enych pro baktérie se standardnim médiem pro ESCs, které vsak
bylo bez LIF a obsahovalo pouze 10% FBS. Takto byly buiiky inkubovany 10 dni a médium bylo
meéneéno kazdé 2 dny. Po 4 dnech byla do média pfidana kyselina retinova. EBs byly poté oddéleny a
buiiky pfeneseny na desticky potazené poly-D-lysinem a lamininem v N2 médiu. V tomto stddiu méla
vétSina prekurzorovych bunek vietenovity tvar. Po 48 hodinach bylo pfiddno diferenciatni médium
DMEM se suplementy. Pomoci RT-PCR pak byla prokadzéna exprese neuralniho markeru NF
(neurofilament), map-2 a GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Bibel et al. 2004; Conrad et al. 2008).

5.5 Lidské multipotentni kmenové buiiky zarodecné linie (hMGSCs)

Lidské kmenové buiiky s pluripotentnim charakterem byly také ziskdny derivaci SSCs z biopsie
varlat. Byly oznaceny jako lidské multipotentni kmenové buiiky zarode¢né linie (hMGSCs — human
multipotentnt germline stem cells).

Pro vytvoreni EBs byly hMGSCs, pied prenesenim na misky disociovany pomoci trypsinu,
nasledné neutralizovany KSR médiem (knockout DMEM médium doplnéné o 20% FBS, L-glutamin,
NEAA, B — ME a rekombinantni lidsky bFGF) a tfikrat promyty diferenciacnim médiem (knockout
DMEM doplnény o 20% FBS, L-glutamin, NEAA a  — ME). Analyzou exprese specifickych genti a
proteinit pro ektoderm, endoderm a mezoderm byla prokidzana schopnost hMGSCs spontanng
diferencovat in vitro v derivaty vSech tii zarodecnych listl. S postupujici diferenciaci se exprese
pluripotentniho markeru OCT4 snizovala, zatimco se zvySovala exprese somatickych markert MSI/
(ektodermalni marker), GATA4 (endodermalni marker) a KDR (mezodermalni marker). Ve srovnani
s kontrolni populaci lidskych ESCs se naopak snizovala exprese bézné€ uzivaného ektodermalniho
markeru NCAM. 1 kdyZz byl zpocatku tento jev necekany, bliz§i zkoumani ukazala, ze NCAM je

exprimovan v buitkdch sam¢i zarodecné linie a u SSCs miize fungovat jako receptor pro GDNF.
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Vzhledem k tomu, ze byla zjisténa exprese specifickych gend na tirovni mRNA, dalSim krokem
byla analyza exprese markerd na trovni proteini pomoci imunofluorescencniho barveni (Obr. 6). Po 7
dnech diferenciace in vitro byly hMGSCs pozitivni na von Willebrandav faktor (VWF) specificky pro
endoderm, ASMA, ktery je typicky pro buiiky hladké svaloviny (mezoderm), a na nestin (NES), ktery
je exprimovan v ranych embryonalnich neuroepitelidlnich kmenovych buiikach (ektoderm) (Kossack

et al. 2009).

Obr. 6 Imunofluorescenéni barveni hMGSCs po 7 dnech diferenciace in vitro. EBs byly hodnoceny pro
expresi proteint (A) von Willebrand factor (VWF) (B) VWF s barvenim jader pomoci DAPI (C) a-aktin hladké
svaloviny (ASMA) (D) ASMA s DAPI (E) nestin (NES) (F) NES s DAPI (pfevzato a upraveno dle Kossack et
al. 2009).

5.6 Lidské pluripotentni buiiky podobné ESCs

Golestaneh et al. (2009) izolovali lidské zarodecné buiiky z testikularni tkdn€ a po 4 dnech

kultivace ziskali malé kolonie bun€k podobnych ESCs. Z kazdého gramu tkan¢ obdrzeli zhruba
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250 000 pluripotentnich bun€k. Pro zahdjeni in vitro diferenciace byly tyto pluripotentni bunky
nejdiive disociovany trypsinem a poté byla pouzita k tvorbé EBs opét technika visicich kapek. Buiky
byly tedy kultivovany v DMEM médiu s vysokym obsahem glukozy doplnéného o 20% FBS, L-
glutamin, NEAA, penicilin/streptomycin a § — ME.

Pti experimentech o diferenciaci v endodermdlni linii byla EBs nejdiive prenesena do desticek
obsahujicich médium ITSFn s glutaminem. Po 7 dnech kultivace byla EBs pfemisténa na kryci sklicka
potazena zelatinou a byla kultivovana v pfitomnosti média N2B27 doplnéného o glutamin a bFGF.
Vznikajici shluky bunék byly poté kultivovany 12 h v médiu N2B27 dopInéného o glukézu, glutamin
a nikotinamid. Kryci sklicka s bunkami byla posléze pouzita na imunofluorescenc¢ni barveni
s pouzitim protilatek proti inzulinu. Diferenciace v endodermalni linii byla potvrzena expresi raného
endodermalniho markeru cytokeratinu-18 a také produkci inzulinu pankreatickymi endodermalnimi
buitkami odvozenymi z EBs po 25 dnech od zahajeni diferenciace in vitro.

Pro diferenciaci v mezodermalni srde¢ni buiikky byla EBs pfenesena po 2 dnech kultivace
z visicich kapek do suspenzni kultury v Petriho miskdch urcenych pro baktérie, které obsahovaly
diferenciatni médium. Po 5 denni kultivaci byla EBs pfemisténa na kryci sklicka kultivovana
v DMEM médiu s ptidavkem 20% FBS a cardiogenolu-C. Mezodermalni bunééna linie byla potvrzena
expresi BMP4, myoglobinu a transkripcnich faktorG specifickych pro srde¢ni svalovinu GATA4,
NKX2.5 a MEF2C. Dale byl také exprimovan transkripéni faktor specificky pro kosterni svalovinu
MYODI. Diferenciace na butiky hladké svaloviny a vaskularni endotelidlni bunky byla potvrzena
expresi ASMA (ACTA2), adhezni molekulou endotelidlnich bunék a krevnich desticek 1 (PECAMI —
platelet-endothelial-cell adhesion molecule 1) a VIWF.

Pro diferenciaci v ektodermalni neuralni linii byla EBs opé€t pfenesena z visicich kapek do
suspenzni kultury kultivované v bakteriologickych Petriho miskdch s médiem DMEM/F12
obohaceného o 15% FBS, lidsky rekombinantni bFGF, B — ME a RA. Diferencujici se EBs byla poté
pfemisténa do desticek a kultivovéana v pfitomnosti média DMEM/F12 doplnéného o 15% FBS, bFGF,
EGF. Po 2 denni kultivaci byla z média odstranéna RA a buiiky byly kultivovany dalsi 2 tydny.
Neuroektodermalni diferenciace EBs byla charakterizovana expresi gentt NES, SYP a DRD?.

Lidské pluripotentni buniky podobné ESCs byly schopny se shlukovat a tvofit EBs technikou
visicich kapek i v suspenzni kultufe. EBs podrobend analyze exprese specifickych gent a proteini
béhem in vitro diferenciace potvrdila schopnost diferencovat v derivaty vSech tfi zarodecnych listi

(Golestaneh et al. 2009).
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6 ZAVER

Cilem ptredkladané bakaldiské prace bylo shrnout poznatky tykajici se indukce diferenciace
testikularnich kmenovych bunék in vitro u savct.

Testikuldrni kmenové bunky jsou nediferencované buiky odpovédné za vznik bunck
spermatogennich a je dtlezité zminit, Ze jejich podskupinou jsou spermatogonialni kmenové buiiky
zachovavajici spermatogenezi v pribéhu reprodukéniho obdobi jedince.

Vyzkumy, které se zabyvaji indukci diferenciace testikularnich kmenovych bunék in vitro,
poukazaly na moznost izolovat spermatogonialni kmenové bunky zvarlat a indukovat u nich
pluripotentni ¢i multipotentni potencial. Takto kultivované bunky vykazovaly vlastnosti
embryondlnich kmenovych bun¢k jako napf. expresi pluripotentnich markertt Oct4 (Pou5f1) a Nanog,
které jsou nezbytné pro zachovani nediferencovaného stavu embryondlnich kmenovych bunék.
Vyjimkou byly pouze studie o gPSCs a hMGSCs, u kterych tato exprese nebyla detekovana a tudiz lze
predpokladat, Ze se jedna o multipotentni kmenové bunky. Vlastnosti testikularnich kmenovych bun¢k
umoznily jejich diferenciaci na bunky ektodermu, mezodermu a entodermu za podminek vyse
uvedenych diferenciacnich technik.

Vyzkumy poslednich let pfinesly nékteré dalsi vysledky. V roce 2013 byla zkoumana expanze a
diferenciace gPSCs na specialnich biomaterialech, které mohou inhibovat, podporovat nebo navodit
proliferaci ¢i diferenciaci kmenovych buné€k. Prokazalo se napiiklad, Ze jeden ze syntetickych
polymerti podporuje kardiomyogenni diferenciaci in vitro (Hoss et al. 2013). V roce 2014 byla také
potvrzena indukce diferenciace in vitro u izolovanych kmenovych bunék zarodecné linie odvozenych
z dospélych mysich varlat (Kim et al. 2014). V témze roce doslo téz k vytvotreni hepatickych bunék
z kultury maGSCs (Streckfuss-Bomeke et al. 2014).

Vytvotenim nového zdroje pluripotentnich kmenovych bun¢k umoziuje predejit kontroverznimu
pouziti lidskych embryondlnich kmenovych bun¢k v bunéénych terapiich a také zamezit
imunologickym problémim spojenymi s autotransplantacemi. In vitro diferenciace testikularnich
kmenovych bunék na rizné bunécné typy vSech tfi zdrodecnych listli otevira nové moznosti, jak ve
vyzkumu kmenovych buné€k, tak v moznostech 1é¢by sahajicich od diabetu pfes traumata paterni

michy.
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7 SEZNAM ZKRATEK

Aa
Adarks Ad
Apares Ap
Apr

A,

ACTA2
ASMA
p-ME
bFGF
BMP4
DAPI
DMEM
dpc
Drd2
EBs
ECCs
EGCs
EGF
ESCs
FBS
FGF
FSH
GDNF

GFAP
GFP
GM-CSF

GnRH-
Ag
gPSCs

GSK3
Gy

haGSCs

HBSS
hMGSCs

type A-aligned spermatogonium
type A-dark spermatogonium
type A-pale spermatogonium
type A-paired spermatogonium

type A-stem spermatogonium

a-smooth-muscle actin
a-smooth-muscle actin

B - mercaptoethanol

basic fibroblast growth factor
bone morphogenetic protein 4
4,6 — diamidino-2-phenylindole
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
day post coitum

dopamine receptor 2

embryoid bodies

embryonal carcinoma cells
embryonic germ cells
epidermal growth factor
embryonic stem cells

fetal bovine serum

fibroblast growth factor
follicle-stimulating hormone

glial cell line-derived neurotrophic factor

glial fibrillary acidic protein
green fluorescent protein

granulocyte macrophage-colony stimulating
factor
gonadotropine-releasing hormone antagonist

germline-derived pluripotent stem cells

glycogen synthase kinase 3
gray

human adult germline stem cells

Hank's balanced salt solution

human multipotentnt germline stem cells

23

usporadané spermatogonium typu A
tmavé spermatogonium typu A
svétlé spermatogonium typu A
parové spermatogonium typu A

kmenové (odd€lené)

typu A

spermatogonium

a-aktin hladké svaloviny

a-aktin hladké svaloviny

B - merkaptoetanol

bazicky fibroblastovy ristovy faktor
kostni morfogeneticky protein 4

4,6 — diamidin-2-fenylindol

den po oplozeni

dopaminovy receptor 2
embryoidni téliska

embryonalni bunky karcinomu
embryondlni zdrode¢né buniky
epidermalni rstovy faktor
embryondlni kmenové buiiky
fetalni hovézi sérum
fibroblastovy rtstovy faktor
folikuly stimulujici hormon
neurotroficky faktor odvozeny z gliové
bunééné linie

glialni fibrilarni acidicky protein
zeleny fluorescencni protein

granulocytovy-makrofagovy faktor

stimulujici kolonie

antagonista
hormonu

gonadotropin-releasing

pluripotentni kmenové buiky odvozené
ze zérode¢né linie
glykogen syntdza kinaza 3

gray - jednotka absorbované davky
zafeni v soustave SI

lidské adultni kmenové buiiky zarodecné
linie

lidské multipotentni
zarodecné linie

kmenové bunky



ITSFn

jsd/jsd
LH

LIF
maGSCs

M-CSF
MEM
mGSCs

NEAA
NES
NF
PDGF

PECAM1

PGCs
RA
RT-PCR

SCF
SSCs
SYP
TSCs
VAD
VWF
W

DMEM/F12 supplemented with insulin,
transferrin, selenium choride and fibronectin

juvenile spermatogonial depletion
luteinizing hormone
leukemia inhibitory factor

multipotent adult germline stem cells

macrophage colony-stimulating factor
minimal essential medium

multipotent germ line stem cells

non-essencial amino acids
nestin
neurofilament

platelet-derived growth factor
platelet-endothelial-cell adhesion molecule 1

primordial germ cells
retinoic acid

polymerase chain reaction with reverse
transcription

stem cell factor
spermatogonial stem cells
synaptophysin

testicular stem cells
vitamin A-deficient

von Willebrand factor

white spotting locus

24

DMEM/F12  doplnény o  inzulin,
transferin, chlorid selenicity a fibronektin

juvenilni spermatogonidlni deplece
luteiniza¢ni hormon

leukemicky inhibi¢ni faktor
multipotentni adultni kmenové bunky
zarodecné linie

faktor stimulujici kolonie u makrofagt
minimalni esencialni médium
multipotentni kmenové buiiky zarodecné
linie

neesencialni aminokyseliny

nestin

neurofilament

rustovy faktor z krevnich

desticek

odvozeny

adhezni molekula endotelialnich bunék a
krevnich desti¢ek

primordialni zarodecné buiky
retinova kyselina

polymerdzova fetézova reakce
s reverzni transkripci

spjata

faktor kmenovych bunék, ligand c-kit
spermatogonialni kmenové buiky
synaptofysin

testikularni kmenové bunky

Deficitni na vitamin A

von Willebrandtv faktor

lokus dominantni bilé strakatosti
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