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Abstrakt:

Kmenové buniky maji obrovsky lécebny potencial, no zatim nejsou prozkoumané dost na to,
aby se dali vyuzit v klinické praxi. Proto je dilezity jejich dal$i vyzkum. Jednim z typt
kmenovych bunék jsou neurdlni kmenové bunky, které davaji vzniknout neuralnim a gliovym
bunikdm v mozku. Neuralni kmenové bunky jsou v dospélém organizmu piitomny na dvou
mistech, v subventrikularni zon€ ptedniho mozku a v subgranularni zon€ hipokampu. Neuralni
kmenové buiiky nejsou jednim specifickym typem bunék, ale skupinou riznych subpopulaci
s odliSnou genovou expresi. V mé bakalaiské praci jsem se zaméfil na metody, které se
pouzivaji na vyzkum téchto subpopulaci, a to konkrétné na jejich izolaci a charakterizaci jejich

exprese.

Kli¢ové slova: neurdlni kmenové bunky, neurogenni zony, molekularni markery



Abstract:

Stem cells have huge medical potential, but they are not explored enough for the use in medicine
yet. Because of that, their further research is important. One group of the stem cells are neural
stem cells, which are differentiating into the neural and glial cells in the brain. Neural stem cells
are present at the two areas in the adult brain, subventricular zone and subgranular zone of
hippocampus. Neural stem cells are not one homogenous population of cells, but rather various
subpopulations with different cell expression. In my bachelor thesis I described the methods,
which are used in the research of neural stem cell subpopulations. Described methods focused

mainly on the isolation and gene expression.
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Seznam zKkratek

aNSC — activated neural stem cells, aktivované neuralni kmenové buiiky
ASC — adult stem cells, dosp€lé kmenové bunky

BLBP — brain lipid-binding protein

cDNA — komplementarni DNA

CFP — cyane fluorescence protein

COP — committed oligodendrocyte precursors, oligodendrocytické prekurzory
DII1 — Notch ligand Delta-like 1

EGFR — epidermal growth factor

ESC — embryonic stem cells, embryonalni kmenové bunky

FACS — fluorescent activated cell sorting

FC — fluid cytometry, priitokova cytometrie

GABA — kyselina y-aminomaselna

GFAP — glial fibrillary acidic protein

GLAST - glutamate aspartate transporter

gRNA — guide RNA

GSC — germinal stem cells, zarode¢né kmenové bunky

HSC — hematopoetic stem cells, hematopoetické kmenové bunky

IpSC — induced pluripotent stem cells, indukované pluripotentni kmenové bunky
Jagl — Notch ligand Jagged1

NPC — neural progenitor cells, neuralni progenitorové bunky

NSC — neural stem cells, neurdlni kmenové bunky

Oct-4 — octamer-binding transcription factor 4

OPC — oligodendrocyte progenitor cells, oligodendrocytické progenitorové bunky
PROMI — promin-1

PSC — progenitor stem cells, progenitorové kmenové buiiky

gNSC — quiescent neural stem cells, klidové neurdlni kmenové buiky

SC — stem cells, kmenové buiiky

scRNA-seq — single-cell RNA sequencing, sekvenovani RNA jedné bunky
SGZ — subgranular zone, subgranularni zéna

SSC — somatic stem cells, somatické kmenové buiniky

SSEA-1 — stage-specific antigen 1

SVZ — subventricular zone, subventrikularni zéona



TACs — transient amplifying cells, pfechodné d¢€lici se bunky
TGF-B/ — Transforming growth factor beta 1

V-SVZ — ventricular-subventricular zone, ventrikularni-subventrikularni zéna
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1 Uvod

Vyzkum kmenovych bunék je velmi dulezity diky moznosti klinického vyuziti, pfi
traumatickém poskozenim mozku nebo pii obnové bun€k po radiaénim poskozeni mozku.
Praktické vyuziti je zatim vzdalené, a proto jsou velmi podstatné metody jakymi 1ze kmenové

buniky podrobné studovat.

V této bakalarské jsem se vénoval metodam izolace neurdlnich kmenovych bun¢k. Nejdiive
jsem popsal, co jsou to kmenové buriky a jak je na zéklad¢ jejich diferenciacnich schopnosti a
puvodu miizeme délit. Kmenové bunky se 1iSi od normalnich bunék tim, ze maji schopnost
témét neomezeného déleni bunék. Ackoli pocet a zplisob déleni se mize u jednotlivych typi
kmenovych bunék lisit, témito zplisoby jsou symetrické a asymetrické déleni bunék. Na zakladé
puvodu kmenovych bun€k existuje nékolik typt, napiiklad indukované pluripotentni kmenové

buiiky, dospéle kmenové bunky a embryonalni kmenové bunky.

Neurdlni kmenové bunky davaji vzniknout vSem neurdlnim a gliovym bunéénym typum.
Neuralni kmenové bunky se nachazeji v rizném stadiu aktivace. Od témét nedélicich se
klidovych, az po zcela aktivované neuralni kmenové buriky, s nékolika mezistupni. Ty se déli
podle rozdilné exprese genti, produkce transkripcnich faktorti a rozdilného metabolismu.
Neurélni kmenové bunky se nachazeji ve svych nikach. Nika je oblast, v které se nachazeji

bunky a signalni molekuly, zajiSt'ujici jejich signalizaci a udrZeni klidového stavu.

Mezi metody izolace neurdlnich kmenovych bunck patii exogenni znacni, DNA transfekce,
transdukce a genové metody, jako je Cre-lox, CRISPR-Cas9 a sekvenovani jedné buiiky. V mé
bakalarské praci jsem se vénoval primarné genovym metodam a specialné sekvenovani jedné
buniky. Cilem bylo popsat jednotlivé subpopulace neuralnich kmenovych bunék na zakladé

jejich genetické exprese.



2 Kmenové bunky

2.1 Definice a déleni

Kmenové bunky (stem cells, SC) jsou nediferencované bunky, které jsou schopné udrzovat
bunécnou linii pomoci sebeobnovy a zaroven jsou schopné diferencovat do ur¢itého bunééné¢ho

typu (Reya et al., 2001).

Existuji dva zplisoby, jak mizeme délit kmenové buiiky, podle schopnosti diferenciace a podle
puvodu. Na zakladé diferenciace se d¢€li na bunky totipotentni, pluripotentni, multipotentni a
unipotentni (Sobhani ef al., 2017). A na zéklad€ piivodu se kmenové buiiky dé€li do tii skupin,
na embryondlni kmenové bunky (embryonic stem cells, ESC), zarodecné kmenové bunky
(germinal stem cells, GSC) a somatické kmenové buiky (somatic stem cells, SSC) (Soltysova,

Altanerova a Altaner, 2005).

Totipotentni buiiky jsou schopné vytvofit vSechny typy bunck, véetné extraembryonélnich
bun¢k placenty. Totipotentni je v rdmci organizmu jen zygota az 8-buiikkové staddium moruly.
Dalsi vyvojové stadium je blastocysta, ktera je tvoifena embryondlnimi kmenovymi buiikami
(embryonic stem cells, ESC) a zarode¢nymi kmenovymi butikami (germinal stem cells), které
jsou pluripotentni. Pluripotentni buniky se dokéazi diferencovat na vSechny bunécné typy
pritomné v dospélém organizmu (Czyz et al., 2003). Dospélé kmenové buiiky (adult stem cells,
ASC) jsou schopné tvoftit alespont jeden bunécny typ. Buiiky, které se dokéazi diferencovat do
vice bunécnych typt, ale ne tolika jako pluripotentni buniky se nazyvaji buiky multipotentni,
patii mezi né napiiklad hematopoetické kmenové buiiky (hematopoetic stem cells, HSC) anebo
neuralni kmenové bunky (neural stem cells, NSC). Unipotentni buiiky jsou nejméné plastické,
a proto jsou schopné diferencovat pouze ve specificky bunécny typ, jsou to naptiklad

progenitorové kmenové bunky (progenitor stem cells, PSC) (Obrazek 1) (Sobhani et al., 2017).



Totipotentni ‘

PiGHipotanthi @ Blastocysta —= ESC
‘-“M-ﬁ

GSC

Multipotentni

Hematopoetické Neuralni kmenoveé
kmenové bunky bunky
Unipotentni

Progenitorové
bunky

Obrazek 1 Schéma vyvoje jedince a zmeéna schopnosti diferenciace bunék. Upraveno z (Czyz et al., 2003).

2.2 Vlastnosti

Kmenové buiiky jsou nediferencované bunky, se schopnosti diferencovat v riizné bunééné typy.
Jsou specifické svou schopnosti vytvaret dalsi bunky, které nasledné diferencuji. Zaroveii jsou
schopné zachovat svou kmenovost. Dtlezitou vlastnosti pro zachovani kmenovosti je schopnost
prochazet témét neomezenym poctem bunécénych déleni. Kromé produkce riiznych bunéénych

typl jsou také zodpovédné za zachovani integrity a regenerace dané tkané€ (Foster et al., 2002).

Kmenové buiiky se mohou délit riznymi zptsoby. Jednim ze zplisobtl je asymetrické bunécéné
déleni, pii kterém vznikaji dvé dcetfiné bunky, jedna diferencujici, druhd bunka kmenova

s moznosti dalSiho déleni. Diferencujici buitka ma pévné dany bunécny osud a trvale ztraci

vlastnosti kmenovych bun¢k (Inaba a Yamashita, 2012).

Druhym typem je symetrické bunécné déleni, které umoziiuje navySeni poctu kmenovych

bunék, uplatiiujici se pii poranéni, vyvoji organizmu a zachovani populace kmenovych bunék.
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Také umoziuje vznik dvou diferencovanych dcefinych bun¢k (Obrazek 2). Kombinace obou
zpusobu symetrického déleni je alternativou k asymetrickému bunéénému déleni (Morrison a

Kimble, 2006; Yang, Plikus a Komarova, 2015).

Asymetrickeé Symetrické
déleni déleni

Obrazek 2 Asymetrické a symetrické déleni kmenovych bunék. Stem — kmenova buika; Diff — diferencovana burika. Upraveno
z (Shahriyari a Komarova, 2013).

2.3 Typy kmenovych bunék

2.3.1 Embryonalni kmenové bunky

Embryonalni kmenové buiky pochézeji z vnitfni bunééné hmoty v blastocysté (Czyz et al.,
2003). ESC jsou schopné neomezené¢ho délni bez diferenciace, ¢im zachovéavaji svou
kmenovost (Suda et al., 1987). Jsou to pluripotentni buiiky, co znamena, Ze mohou diferencovat
do mnoha buné¢nych typti odvozenych ze vsech tfi zdrodecnych listi. Mohou z nich vzniknout
1 zarode¢né kmenové bunky a nasledné vaje¢né buniky a spermie. Experiment Bradley et al.
ukdzal, Ze jsou schopné integrovat se do vSech fetalnich tkani béhem vyvoje organizmu.
V experimentu vlozili mys$i ESC do blastocysty druhé mysi. Nasledné pozorovali chimérické
pohlavni buiniky, které pochéazeli z obou organizmu (Bradley ef al., 1984). Dalsi vlastnosti
embryonalnich kmenovych bunék je, ze jsou klonogenni. To znamena, ze z jediné embryonalni
kmenové buniky miize vzniknout kolonie identickych bunék, se stejnymi vlastnosti jako

puvodni bunika (Li et al., 2010).

Embryonélni kmenové bunky si udrzuji plny — diploidni, kompletni karyotyp. ESC nemaji
inaktivovany X chromozom. V bunééném cyklu ESC chybi G1 faze. VétSinu Casu se nachazeji
v S fazi bunécného cyklu, ve které syntetizuji novou DNA. Na rozdil od diferencovanych
somatickych bunék nepotiebuji vnéjsi stimul k iniciaci replikace DNA. Embryonalni kmenové
bunky exprimuji transkripéni faktor Oct-4 (octamer-binding transcription factor 4), ktery mize
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aktivovat nebo inhibovat soubor gent udrzujici ESC v proliferativnim, nediferencovaném
stavu. ESC maji na povrchu specificky SSEA-1 antigen (stage-specific antigen 1) (Solter a
Knowles, 1978), také maji membranovy receptor gp130 (Niwa et al., 1998) a specifickou
aktivitu alkalické fosfatazy a telomerazy (Wobus et al., 1984; Armstrong et al., 2000).

Lidské embryonalni kmenové buiiky byli poprvé ziskané Thomsonem et al. vroce 1998
z blastocysty (Thomson et al.,, 1998). Lidské embryondlni kmenové builkky maji stejné
vlastnosti, jako ESC ziskané z jinych organizmi. Témito vlastnostmi jsou specifické povrchové
markery a transkripcni faktory, pluripotence, schopnost neomezeného déleni a kompletni
karyotyp (Hoffman a Carpenter, 2005). Ale v nékterych vécech se lisi od jinych, napiiklad
mysich embryonalnich kmenovych bunék, nedaji se efektivné mnozit z jediné bunky, vyzaduji
jiné podminky pro rast a maji specifickou bunéénou morfologii (Thomson ez al., 1998). Posléze
se ukazalo, Ze tyto rozdily byly dané tim, Ze jednotlivé bunécné kmeny pochézeli z riznych

vyvojovych stadii (Nichols a Smith, 2009).

Embryonalni kmenové builkky maji experimentalni vyuziti v produkci bun€k s geneticky
snizenou produkci urcitého genu, takzvané knockout bunky v genech, které jsou in vivo
embryonalné letdlni. Produkce ESC bez daného genu nam umoziuje zkoumat jeho funkci
(Thomas a Capecchi, 1987; Czyz a Wobus, 2001). Dal§im experimentalnim vyuzitim ESC je
vyzkum diferenciace bunc¢k. Kdyz jsou kmenové bunky kultivované ve specifickych
podminkach, mohou diferencovat na neurdlni buiky, srdecni bunky, hematopoetické,
epitelidlni, svalové, endodermalni nebo chondrogenni buiiky (Czyz a Wobus, 2001). Mzeme
zkoumat vliv ristovych a diferenciacnich faktori, signalnich molekul a mezibunééné hmoty

(Braun et al., 1994; Rohwedel ef al., 1998).

Potencidlni klinické vyuZiti pfedpovédé€li jiz Thomson et al, kdyz izolovali prvni lidské
embryonalni kmenové buiikky (Thomson et al., 1998). V soucasnosti se ukazuje, ze prevedeni
do klinické praxe bude velice sloZité. Mezi prvni problémy klinického vyuziti lidskych ESC,
které se ukazaly patfila jejich kultivace v médiich obsahujicich proteiny z jinych organizmd,
jako je naptiklad fetdlni hovézi sérum. Bylo ukdzané, ze lidské sérové protilatky imunitné
reaguji na cizi kultivaéni médium (Martin et al., 2005). Dal§im problémem kultivace s vyuzitim
proteini ziskanych z cizich organizmli je potencidlni pfitomnost patogentt (Hoffman a
Carpenter, 2005). Souvisejicim problémem byla jejich kultivace na podkladé mysSich
embryonalnich bunék, ktera mohla kromé jiz zminénych probléml vést k mezibunécné

komunikaci a prenosu xenogennich molekul z mySich bunék do lidskych (Kubikova et al.,
5



2009). Odpovedi na oba tyto problémy je kultivace bun¢k v médiu bez bunééného podkladu
v presné¢ definovanych podminkach s vyuzitim vyhradné rekombinacnich proteint a slozek

purifikovanych z lidského materialu (Ludwig et al., 2006).

Dalsim problémem je histokompatibilita téchto tkani. Na to, abychom mohli vyrobit implantat
pro konkrétniho &lovéka, bychom museli pouzZit jeho embryonalni kmenové buiiky. Resenim
tohoto problému je transfer bunééného jadra z pacientovych bun¢k do ESC (Cibelli et al., 2001;
Tachibana et al., 2013). Neopomenutelnym problém vyuziti embryonalnich kmenovych bunék
jsou otazky legality a etiky, které jsou s tim spojené (Scott, 2008). Resenim tohoto problému
by mohlo byt vyuziti kmenovych bun¢k z dospélych jedincii a jejich dediferenciace na
indukované pluripotentni kmenové bunky (Takahashi et al., 2007) a nasledna diferenciace na

pozadovany typ bunék (Li et al., 2016).
2.3.2 Indukované pluripotentni kmenové bunky

Indukované pluripotentni kmenové buniky (induced pluripotent stem cells, IpSC), jsou druhem
kmenovych bungk, které vznikly typicky dediferencovanim dospélé somatické buiiky. To se
déla pomoci vystaveni ¢tyfem transkripnim faktorim: OCT4 a SOX2 v kombinaci s KLF4 a
MYC nebo NANOG a LIN28. Takto vzniklé bunky ziskdvaji schopnosti embryonalnich
kmenovych bunék (Takahashi a Yamanaka, 2006).

2.3.3 Dospélé kmenové bunky

Dospélé kmenové bunky maji dilezitou roli v zachovani homeostazy dané tkané&. Jsou
podporovany okolnim mikroprostfedim, nazyvajicim se nika. Dosp€lé kmenové bunky byvaji
multipotentni nebo unipotentni. Jednim z typi dospélych kmenovych bunék jsou neuralni

kmenové¢ buniky (Doetsch et al., 1999; Foster et al., 2002).



3 Neuralni kmenové bunky

Prvni buiiky nervového systému v embryogenezi jsou neuroepitelialni buiiky nervové trubice.
Z neuroepitelidlnich bunék pak vznikaji radidlni gliové bunky (Schmechel a Rakic, 1979), ty
nejsou multipotentni, davaji vzniknou jenom jednomu konkrétnimu bunéénému typu, bud’
astorcytim, oligodendrocytim nebo neuronim (Grove et al., 1993). Ne vSechny
neuroepitelidlni buiikky se proméni na radialni gliové buiiky, ¢ast znich si zachova svou
multipotentnost i v dospélosti, ty posléze nazyvame neuralnimi kmenovymi buiikami (Rowitch
a Kriegstein, 2010). NSC in vivo jsou multipotentnimi buiitkami a davaji vzniknout, jak
neuronim, tak i gliovym bunkam (Obrazek 3) (Doetsch et al., 1999; Gage, 2000) Gliové
progenitorové bunky diferencuji na astrocyty a oligodendrocyty (Tang, Yu a Cheng, 2017). In
vitro za pritomnosti specifickych faktori mohou NSC davat vzniku i jinym bunécnym typim

(Mahabadi et al., 2015).

Ny

NSC

Gliovy progenitor
&
Oligodendrocyt

Obrazek 3 Schéma diferenciace neurdlnich kmenovych bunék. Upraveno z (Tang, Yu a Cheng, 2017).
Neuralni kmenové bunky se nevyskytuji pouze ve vyvijejicim se mozku, ale 1 v dospélém
mozku vSech savci, véetné lidi. Mista kde se NCS v mozku nachazeji jsou specifickd, jednim
znich je subventrikuldrni zéna (subvetricular zone, SVZ) ptedniho mozku. Je to nejvice
neurogenni oblast, protoze obsahuje nejvice neuralnich kmenovych bunck, které zajist'uji

celozivotni obnovu neuront Cichového nervu (Reynolds a Weiss, 1992). Druhou oblasti je
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subgranularni zona (subgranular zone, SGZ) hipokampu v oblasti gyrus dentatus, podilejici se

zde na bunééné obnové (Eriksson et al., 1998).
3.1 Nika neuralnich kmenovych bunék

Nika neuralnich kmenovych bun¢k definuje zénu, kde se i po embryonalnim vyvoji zachovava
produkce novych bun€k nervového systému. Tato neustald zdsoba novych neuront a gliovych
bun¢k dodava beéhem Zivota Caste¢nou plasticitu, i kdyZ jen pro urcité ¢asti mozku (Altman a
Bayer, 1990; Corbin, Nery a Fishell, 2001; Ge et al., 2007). Dtlezité pro zachovani niky
kmenovych buné€k jsou mikroenvironmentalni podminky a mezibunécné interakce, zajist'ujici
rovnovahu mezi klidovym (quiescence) a proliferacnim stavem, ktery vede k tvorbé neuralnich
nebo gliovych bun¢k (Lee ef al., 2012). Takovymi nikami jsou subventrikularni zéna piedniho
mozku a subgranuldrni zoéna hipokampu. Mezi molekuly ovliviiujici NSC patii
neurotransmitery z neurontl pfitomnych v gyrus dentatus i inervace ze vzdalenych neuronii

(Young, Taylor a Bordey, 2011).
3.1.1 Subventrikularni zona

Nika SVZ obsahuje ¢tyfi bunééné typy: neuroblasty, astrocyty SVZ, ptechodné progenitorové
buiiky a ependymalni bunky (Gonzalez-Perez, 2012). Ependymalni buniky vystylaji dutiny
centralni nervové soustavy a podileji se vyznamnou cCasti na homeostdze a tvorbé
mozkomisniho moku (Sawamoto et al., 2006). Neuroblasty se také nékdy nazyvaji buikami
typu A, astrocyty SVZ se nazyvaji builkami typu B, ty déavaji vzniknout pfechodné
progenitorovym bunkam typu C, ependymalni buniky jsou bunkami typu E. Bunky B jsou
klidoveé bunky, z kterych vznikaji aktivné proliferujici buiiky C a z nich vznikaji progenitrové

bunky typu A (Gonzalez-Perez, 2012).

Astrocyty SVZ, tedy buiiky typu B pochdzeji z radialnich glii (Doetsch et al., 1999). Na rozdil
od radidlnich glii maji krat§i vybézky, kterymi mohou vytvafet spojeni a pronikat pres
ependymalni vrstvu do mozkovych komor. Stejné tak jsou v kontaktu s endotelialnimi bunikami
a bunkami pericytl v cévnich sténach. Pfedpoklada se, ze tyto spoje hraji dilezitou roli v
aktivaci neurdlnich kmenovych bunék (Shen et al., 2004; Mirzadeh et al., 2008). Buiiky typu
B jsou charakteristické ptitomnosti GFAP proteinu (glial fibrillary acidic protein) a zaroven

jinymi charakteristickymi vlastnostmi astrocytl (Doetsch ef al., 1999).



V experimentu Doetscha a ostatnich po odstranéni C bunck, A bunék a ¢asti B bunék ze
subventrikuldrni zény doslo po dvou tydnech k opétovnému doplnéni chybéjicich bunck
(Doetsch et al., 1999). Po odstranéni vSech délicich se bun¢k SVZ, ztistaly pouze klidové B
bunky, nasledn¢ doslo k jejich aktivaci a vzniku novych C bunék a z nich déale A buné¢k. V
bunécné kultuie byl pro vznik bunék A nutny mezibunécény kontakt mezi buiikami B a C (Lim
a Alvarez-buylla, 1999). Neuralni kmenové buitkky SVZ udrzuji svou niku pomoci symetrického
déleni, kdy okolo 20% bunck zlstava kmenovymi bunkami a 80% bun¢k se diferencuje

(Obernier et al., 2018).
3.1.2 Subgranularni zéna

Nika subgranularni zony se nachazi v gyrus dentatus hipokampu a je menSi neZ nika
subventrikuldrni zony. Podobné jako u SVZ, je pocatecni kmenovou bunkou bunka s
charakteristikami astrocytu. Na rozdil od astrocytii SVZ si astrocyty SGZ zachovavaji dlouhé
dendritické vyb&zky. Délenim astrocytd SGZ vznikaji buiiky typu D, které jsou obdobou C
bun¢k v SVZ. Nové diferencujici D buiiky se premist'uji podél dendritickych vybézki astrocytl
a postupné diferencuji v granuldrni bunky (Seri et al., 2001, 2004).

3.2 Klidové a aktivované NSC

Radialni gliové buiiky, které se nachazeji v mozkové kiife vyvijejiciho se organizmu, jsou silné
proliferujici buiiky. Cast z nich se nediferencuje, ale stane se neuralnimi kmenovymi buitkami,
které mohou byt nasledné aktivované v dosp&lém organizmu a tvofit interneurony v bulbus

olfactorius (Furutachi et al., 2015). Podobné¢ jsou na tom i NSC v subventrikularni zoné.

Narozdil od dalSich tkani, jako jsou svaly a jatra, kde kmenové bunky pfi normalnim stavu
zustavaji v klidu, dospé€lé neuralni kmenové builkky miizeme najit, hned v nékolika riznych
fazich aktivace (Daynac et al., 2016). PouZzitim metody single-cell transcriptomics se podatilo
objasnit jednotlivé faze, kterymi prochédzi neuralni kmenovéa bunika od klidového stavu po zcela
diferencovany neuron. Jsou ¢tyfi hlavni stadia, kterymi musi diferencujici burika projit, kazdé
stadium jest€ mizeme rozlisit na nékolik mezi stavli. Prvnim nejméné diferencovanym stavem
jsou klidové neuralni kmenové buiky (quiescent neural stem cells, qNSC), jemuz mize
predchazet spici NSC (dormant NSC). Nasledujicim stavem je pfechod na aktivovanou neuralni

kmenovou buiiku (activated neural stem cells, aNSC). Ta déva vzniknout neuralnim



progenitorovym buiikdm (neural progenitor cells, NPC) a znich vznikaji neuroblasty

(Michaelidesova et al., 2019).

Kazdé stddium ma svou specifickou genovou expresi, typické geny pro jednotliva stadia jsou

na Obrazek 4.

neuroblasts

astrocyte markers

cell cycle markers

qNSCs | Clu, Fgfr3, Gfap, Id2, Id3, Notch2, Prom1, 51005, Slc1a2, Sox2, Sox9 |
aNSCs | Ascll, Ccna2, Cdk1, Cdkd, Cdké, Egfr, Mcm?2, Mki67, Nes, Notch2, Rpl32, Sox2 |
NPCs [ Ascll, Cecna2, Cdk1, Cdk4, Cdké, Dcx, Dix1, Dix2, Dix6as1, Nes, Nrxn3, Sp8, Sp9 I

neuroblasts Dcx, Dix2, NeuroD1, Prox1, Psa-Ncam, Tbr2, Tubb3 |

Obrazek 4 Jednotliva stadia diferenciace neurdlnich kmenovych bunek a jejich charakteristicka genova exprese. Prevzato z
(Michaelidesova et al., 2019)

Neurélni kmenové buiiky ve svém nejvice klidovém stavu, maji vysokou expresi glidlnich
markert, velmi nizkou uroven translace a vysokou glykolytickou aktivitu. Tyto buiiky postupné
zvySuji proteinovou syntézu, aby vstoupily do méné klidového stadia vedouciho k
postupné pfeméné na aktivni kmenovou buiku. V aktivnim stavu exprimuji vice liniové
specifickych transkripénich faktorti, maji snizenou expresi glidlnich markeri a vysokou tiroven
translace (Llorens-Bobadilla et al., 2015). Po tom, co se butika stane aktivni, se jiZ nemuze

vratit zpét do klidového stavu a po n€kolika délenich se vycerpa (Calzolari et al., 2015).
3.2.1 Vliv niky na aktivaci NSC

Déleni NSC je zavislé na mnoha vnéjSich faktorech, které jsou udrZzovany nikou. Mezi

vvvvv
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a vycerpani stavu klidovych NSC (Rolando et al., 2012; Kawaguchi et al., 2013). Existuje
nékolik signalu podporujicich klidovy stav kmenovych bunék. Prvnim je zpétnovazebna
signalizace diferencovanych a aktivnich bunék, exprimujicich Notch ligand Delta-like 1 (DII1).
Ten signalizuje neurdlnim kmenovym buiikam ptes receptory Notch, aby udrzovali klidovy stav
NSC (Kawaguchi et al., 2013). Druhym zptisobem signalizace je Nogo A tvofeny neuroblasty
v SVZ, ktery signalizuje pies Nogo receptor 1 nachazejici se na klidovych NSC (Rolando et
al., 2012).

Dospéle neuralni kmenové bunky ziskavaji signaly od vice proliferovanych bun¢k. Naptiklad
neuroblasty sekretuji nesynaptickou GABA (kyselina y-aminomaéaselnd), ktera se vaze na

GABA receptor typu A na qNSC a inhibuje tak jejich proliferaci (Liu et al., 2005).

Velmi dulezita je také cévni signalizace, kterd ptisobi prostfednictvim mezibunéénych kontakti
a sekreci signaliza¢nich molekul. Cévni endotelidlni buiiky exprimuji signalizacni molekulu
Notch ligand Jagged1 (jagl), kterd udrzuje klidovy stav NSC (Ottone et al., 2014). Na druhou
stranu cévni signalizace mize zaroven podporovat i proliferaci NSC (Crouch et al., 2015).
Jakmile burika za¢ne proliferovat, prestava byt vnimava pro klidovou signalizaci (Costa et al.,

2011).

Dalsi mozZnosti, jak regulovat proliferaci bunék, je pomoci 7GF-B1 (transforming growth factor
beta 1). Produkuji ho endotelidlni bunky v nice. ZvySena syntéza TGF-B/ ma za nasledek
piechod qNSC na spici NSC. Dale také zvySuje Sanci podlehnout apoptdze u proliferujicich
NSC. Naopak inhibice TGF-B! signalizace ma za nasledek zvySeni neurogeneze a proliferace
NSC (Pineda et al., 2013). Cela signalizace je velmi slozity proces, kdy na buniku soubéZné

plsobi oba tlaky, jak udrzeni klidového stavu, tak ptechod k proliferaci.
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4 Metody izolace neuralnich kmenovych bunék

4.1 Lineage tracing

Principem sledovani linie jedné bunky (lineage tracing) je pozorovani fyziologickych a
patologickych zmén v dané bunce na zakladé specifickych endogennich a exogennich
bunécnych markeri (Zhang et al., 2020). Kotfeny sledovani bunécné linie sahaji az na pocatek
dvacatého stoleti (Conklin, 1905). V minulosti dokazali védci délit buiikky jenom na zaklade
jejich pozice, morfologie a jednoduchych biofyzikalnich a biochemickych vlastnosti.
V soucasnosti dokdzeme d¢lit bunky na zakladé specifickych markert, které exprimuji. Vime
urcit jejich transkriptom, ktery nam tika v jaké fazi bunééného cyklu se dané bunka nachézi,

jaky je jeji metabolizmus a mnoho dalsiho (Wagner a Klein, 2020).

Zakladni déleni znaceni v sledovani bunécné linie je na exogenni a endogenni. Exogenni
znaceni je za pomoci néjaké latky, ktera se vlozi do buiky a dostava se do jejich potomki. Toto
znaceni je problematické, protoze pfi déleni bun€k postupné dochézi k diluci a tak je mozné
sledovat bunécnou linii jen po omezenou dobu (Li et al, 2016). V soucasnosti jiz existuji
metody znaceni genli, vyuzivajici homologni rekombinaci, které jsou stalé po mnoha
generacich. Tim, ze znacku vloZime jako genetickou informaci se pti kazdém déleni bunék tato
informace zreplikuje spolu s piivodnim genomem. Ale jejich problémem je, Ze se nedaji pouzit
v bunikach uréenych na klinické vyuziti, protoZe nechceme ménit jejich genetickou informaci.
Z toho divodu ma i exogenni znaceni stale své dilezité misto (Li et al., 2016; Zhang et al.,

2020).

Zakladnimi ptfedpoklady sledovani bunécné linie je oznaceni piesné definované buniky nebo
skupiny bunék. Znaceni musi zlistdvat vyhradné v piivodni bunice a jejich dcefinych bunkach.
Znaceni musi byt dostatecné stalé, aby bylo mozné sledovat buiikky po mnoho generaci (Hsu,

2015).
4.1.1 Exogenni znaceni

Mezi prvni formy znaceni buné€k patfili vitalni barviva. Jejich problémem je, Ze jsou rozpustné
ve vodé a mohou piechazet do vedlejsich bunék (Vogt, 1929). Nasledné byla vyvinuta barviva,
kterd neprochéazeji bunéénou membranou. Injikuji se do specifické bunky a prechazeji jenom

do jejich potomkii (Serbedzija, Bronner-Fraser a Fraser, 1989). Naptiklad vznik radidlnich
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gliovych bunék z neuroepitelialnich bun¢k neuralni trubice, byl pozorovan pomoci specialniho

Golgiho barveni pouzitého v riznych embryondlnich stadiich (Schmechel a Rakic, 1979).
4.1.2 DNA transfekce

K DNA transfekci patii techniky, které slouzi na pfesun DNA do buiiky. Nukleové kyseliny
samotné nedokazi prochazet bunéénou membranou. Jednou z technik, které to umoziuji je
elektroporace. Transfekovana buiika je vlozenad do elektrického pole, kde dojde ke kratkému
elektrickému impulzu (Neumann et al., 1982). Nov¢jsi transfekéni technologie jsou lipozoémy
a fosfore¢nan véapenaty. Lipozémy jsou lipidové Castice, tvofené koncentricky uspofadanou
dvojvrstvou fosfolipidii, do kterych je zabalena transfekovana nukleova kyselina. Lipozomy
jsou endocytovany cilovou buiikkou (dos Santos Rodrigues et al, 2019). Nanocastice
fosfore¢nanu vapenatého jsou efektivné pohlcovany cilovou bunikou, problematickou casti je
spojeni nukleové kyseliny a nanocastice (Obrazek 5) (Sokolova et al., 2012). Spole¢nym
problém transfekcnich technik je, Ze poSkozuji buiiky a jejich dalsi rlst, proto tyto techniky
nejsou ¢asto vyuzivany pro sledovani bunééné linie (Zhang et al., 2020). Transfekovand DNA
pii sledovani bunééné linie byva gen pro GFP (green fluorescent protein) (Chalfie et al., 1994)
nebo B-galaktosidazu (Son, Min a Joh, 1996).

A Electroporation B Liposome technology

7 AY
Fd N
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a ‘X x 5
¥
e At Y

C Calciumphnsphat_e nanotechnology |

ﬁ Il endocytosis

e, DNA

S cationic lipid
-~

gk Calcium phosphate carry DNA

Obrazek 5 A - Elektroporace; B - Lipozomy, C — Nanocastice fosforecnanu vapenatého; Upraveno ze (Zhang et al., 2020).
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4.1.3 Virova transdukce

vhodna pro klinické vyuziti, protoze nechceme pacientim davat bunky s viry. DalSim
problémem je, Ze mize vyvoldvat imunitni reakci u transdukované buiiky a zahubit dany vir
nebo transdukovanou buiiku (Zhang et al., 2020). Nejcastéji pouzivanymi viry jsou adenoviry,

adeno-asociované viry a lentiviry (Obrazek 6) (Blomer ef al., 2005; Zhu et al., 2009).

Purpose RNA V‘bﬂ\

Nuﬂiﬂm' 'ti"aﬁicking CD4 re cept(..:r'r. :-(L._______‘ P

3 ()
- f ) et
o & .« Lentivirus

Reverse transcript
. complex gg

5 tﬂ%’ Purpose DNA
i T
' e B s CAR;
A (\ : Endosome ;
@ : ‘\Ew .
W Escape .
Adenovirus

Obrazek 6 Mechanismus virove transdukce pomoci lentivirit a adenovirii (Chen et al., 2010).

Existuji protokoly popisujici virovou transdukci neurdlnich bunék, jak in vitro, tak in vivo
(Sarkis et al., 2000; Wollebo, Woldemichaele a White, 2013). Virova transdukce byla vyuZzita
také ve vyzkumu subventrikuldrni zoény. V experimentu Levisona et al. sledovali pomoci
retrovirového znaceni migraci gliovych bunék ze SVZ a jejich diferenciaci na astrocyty nebo
oligodendrocyty (Levison et al., 1993). V experimentu Zerlina et al. také pouzili retrovirové
znaCeni a pozorovali diferenciaci gliovych progenitorit SVZ na nemyelinované
oligodendrocyty a myelinované oligodendrocyty, které byli pfitomny soucasné (Zerlin,

Milosevic a Goldman, 2004).
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4.1.4 Cre-lox rekombinace

Je metoda pouzivajici se k mistné specifické rekombinaci, umoznujici inzerce, delece,
translokace a inverze. Tento systém se skladd z jediného enzymu Cre rekombindzy, ktery
umoziuje rekombinaci mezi Lox misty. Takto miizeme aktivovat ¢i potlacit expresi naseho
genu. Lox mista mohou byt v okoli cilového genu nebo v okoli jeho promotoru. Kdyz mame
jedince, ktery ma ve vSech bunkach stop kazetu pfed naSim genem, muzeme ho zkiizit
s jedincem ktery specificky exprimuje Cre rekombinazu. Aktivitu Cre rekombindzy lze
kontrolovat, tak Ze jeji exprese bude probihat jen pod kontrolou tkadiové nebo bunécné
specifického promotoru nebo na misté, kde dojde k transdukci virovym vektorem obsahujicim

Cre rekombinazu (Hsu, 2015; Kim et al., 2018).

Technika Cre-lox rekombinace byla pouzita napiiklad pro sledovani vyvoje bunécné linie
neuralnich progenitorovych bunek v hipokampu. Zjistili ze kdyz byli NSC jednou aktivované,
tak se jiz nevratili do klidového stadia (Pilz et al., 2018).

4.1.5 CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 je genetickd metoda zalozena na zéklad€ bakterialniho protivirového obraného
systému CRISPR-Cas9. Pouziva se na inaktivaci urcitého genu nebo na specifické vloZzeni
cizorod¢é DNA do DNA, v naSem pfipad€ na vlozeni reportérového genu. Tento systém se
skladd z Cas9 nukledazového komplexu a uméle vyrobené¢ gRNA (guide RNA) obsahujici

cilovou sekvenci.

Nejdiive se specificky vaze Cas9 komplex na sekvenci dlouhou 23 parti bazi, kde nukle4za
Cas9 zptsobuje v cilovém misté¢ dvouvldknovy zlom (Jinek et al, 2012). Takto vznikly
dvouvlaknovy zlom muze byt opraven dvéma zptisoby. Prvni zptisob, pii kterém se uplatiiuje
nehomologni spojeni koncii, vede ke knockoutu genu. Pti druhém zpisobu se vklada cilova
sekvence opatiend homolognimi konci (Chatterjee a Walker, 2017). K sledovani bunécéné linie
se CRISPR-Cas9 nejcastéji vyuziva na vytvoreni nahodnych mutaci, které se pak dédi a pomoci
sekvenovani jednotlivych bun¢k dokdzeme zjistit jejich piivod, protoze sdileji stejné mutace

(McKenna et al., 2016).
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4.2 Sekvenovani RNA jedné buinky

4.2.1 RNA sekvenovani

RNA sekvenovani skupiny bun¢k poskytuje vzorek primérné exprese dané skupiny (Mortazavi
et al., 2008). Tak ovsem vypada primérné bunka dané populace, ackoli dané skupina muize byt
vzorkem rtiznorodé tkané, proto vyslednd exprese muze byt zavadéjici. Naptiiklad klonalni
rozdily v rakovinné tkani, kdy jednotlivé klony mohou mit rozdilnou expresi (Zhang et al.,
2016). Tkané také mohou obsahovat malé populace mén¢ Castych buné€k, jako jsou kmenové

bunky, které¢ 1ze rozeznat pouze na bunééné urovni (Wen a Tang, 2016).
4.2.2 Sekvenovani RNA jedné bunky

Sekvenovani RNA jedné buiiky (single-cell RNA sequencing, sScRNA-seq), neni pouze jedna
metoda, ale spiSe souhrn riznych metod aplikovanych na riizné systémy pfi feSeni riznych
otazek (Andrews a Hemberg, 2018). SCRNA-seq umoziluje zjistit genovou expresi na bunécné
urovni a tim vyfesit nedostatky bézného RNA sekvenovani. Jsou zde tfi komplikace, a to
zachyceni jednotlivych bun¢k, syntéza komplementarni DNA (cDNA), analyza a vizualizace
dat. Jednou z moznosti, jak izolovat jednotlivé bunky je FACS (Fluorescent Activated Cell
Sorting). Dalsi moZnosti je cDNA syntéza pouzivajici modifikovany SMART-Seq?2 protokol.
Nebo pomoci mikroskopickych kapek v olejové emulzi. Jako posledni metoda se pouziva
Drop-Seq analyzujici mRNA transkript z kapek obsahujicich jednotlivé buiikky v mnoha
paralelnich reakcich. Tato metoda pouZiva zafizeni rozc€lenujici kapky tak, aby obsahovali

jednotlivé buiiky (Nguyen et al., 2018; Chen, Ning a Shi, 2019).

Celkové, kazdé scRNA-seq zahrnuje nékolik hlavnich kroki: izolaci a lyzi jednotlivych bunék,
pievedeni RNA do cDNA, pfipraveni knihovny namnozenim cDNA a sekvenovani. Izolace
bunék zahrnuje disociaci vzorku do jednotlivych jamek PCR desticky nebo zachycenim bun¢k
do jednotlivych kapek, mikrojamek nebo komirky s mikroskopickym mnoZstvim tekutiny.
Ptiprava knihovny zahrnuje reverzni transkripci a zmnoZeni dané mRNA, bud’ celé anebo 3°/5’

znacené od obou koncli mRNA (Kolodziejczyk ef al., 2015).
4.2.3 Principy priitokové cytometrie a FACS

Pritokova cytometrie (fluid cytometry, FC) je metoda umoziujici kvantitativni a kvalitativni
analyzu jak fyzikélnich, tak i fluorescen¢nich vlastnosti. Pouziva se k analyzovani bunécné
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suspenze, kterd mize obsahovat populaci jednoho typu bunék nebo rtznorodou populaci.
Buniky maélokdy vykazuji vlastni fluorescenci, a proto se pouzivaji fluorescencné znacené

protilatky nebo fluorescencni barviva (Brown a Wittwer, 2000).

Hlavnimi komponenty pratokové cytometrie jsou fluidika, optika a elektronika. Fluidika
obsahuje nadobku se vzorkem s bunécnou suspenzi, nejcastéji ve fyziologickém roztoku. Je
velmi dulezité, aby bunky prochazely po jedné za sebou, ¢ehoz je docileno pomoci
hydrodynamické fokusace. Zménou tlaku, kterym je vpousténa unasejici tekutina a nas vzorek
muzeme meénit parametry hydrodinamické fokusace. Dale vzorek prochazi monochromatickym
paprskem svétla, ktery se pifi prichodu kapkou rozptyluje. Podle thlu rozptylu lze urcit
sledované parametry prochazejici kapky. Novéjsi a presnéjsi metodou je pouziti fluorescence,
kdy pomoci fady senzorGi detekujeme excitované =zafeni flurochromti pfitomnych
v jednotlivych buiikach. Fluorochromy absorbuji svételné zafeni z pfistroje a nésledné ho

vyzaii ve specifické vinové délce pro danou latku (Aebisher, Bartusik a Tabarkiewicz, 2017).
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5 Bunécné subpopulace NSC

Neurdlni kmenové buniky jsou velmi heterogenni skupinou. Jednotlivé NSC exprimuji
rozdilnou kombinaci charakteristickych faktortt kmenovych bun¢k, jako jsou: GFAP, PROM1
(promin-1), GLAST (glutamate aspartate transporter), EGFR (epidermal growth factor) a
BLBP (Brain lipid-binding protein) (Codega et al., 2014; Giachino ef al., 2014). Divod, pro¢
exprimuji rozdilné faktory je, Ze se nachédzeji v rizném stavu aktivace a maji i rozdilny
diferenciacni potencial (Obrazek 7) (Llorens-Bobadilla et al, 2015). Napiiklad GFAP a
PROMI1 jsou typické pro klidové NSC, EGFR je typicky pro aktivované NSC, BLBP je typicky
pro délici se NSC (Codega et al., 2014; Giachino et al., 2014).

Ll
A

NSC
Single cell analysis

Injury

7 >4

qNSC1 ¢gNSC2 aNSC1 aNSC2
Dormant  Primed Active Active
quiescent dividing

Glycolytic / lipid

metabolism

Obrazek 7 Zmény v bunécénych markerech behem prechodu NSC z klidového do aktivniho stadia. Prevzato z (Llorens-
Bobadilla et al., 2015)

5.1 Subventrikularni zona

5.1.1 Plasticita NSC pri vyvoji a starnuti

V experimentu Daynaca et al. vyuzili FACS na spocitani mnozstvi neuralnich kmenovych
bun¢k oblasti SVZ u mysi. Tuto analyzu zopakovali ve 2, 4, 6, 9 a 12 mésicich. Na tfidéni

bunék pouzili tfi markery: LeX, CD24 a EGFR. Tyto markery umoziuji tfidéni neurdlnich
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kmenovych bun&k do péti kategorii: na klidové NSC (LeX"), aktivované NSC (LeX', EGFR"),
piechodné délici se bufiky (transient amplifying cells, TACs) (EGFR"), neuroblasty (EGFR",
CD24") a migrujici neuroblasty (CD24") (Obrazek 8) (Daynac et al., 2016).

qNSC aNSC TAC Im. Nb Mig. Nb

Obrazek 8 Zmeény v molekularnich markerech béhem vyvoje. gNSC — klidové neurdlni kmenové bunky; aNSC — aktivované
NSC; TAC — prechodné délici se buniky,; Im. Nb — neuroblasty; Mig. Nb — migrujici neuroblasty,; Prevzato z (Daynac et al.,
2016)

Ve dvou mésicich u mysi jesté neni ukoncena kriticka perioda a je tam zvySena plasticita.
Naopak ve 12 mésicich se uz zacina projevovat starnuti a plasticita se snizuje (Foscarin et al.,
2017). Mnozstvi klidovych NSC a aktivovanych NSC zistalo stalé béhem celého experimentu.
Na druhou stranu mnozstvi jejich potomki se postupné snizovalo. Toto snizeni bylo vyznamné
Jiz pti porovnani 2-mési¢niho a 4-mésicniho mozku, kde by jesté¢ nemélo dochéazet ke starnuti.
Nejvyznamnéj$i byla zména v d€leni aktivovanych NSC, i kdyz nebyla zména v jejich
mnozstvi. Aktivované NSC se v 6 meésicich dé€lili méné nez ve dvou, co nasledné vedlo ke

sniZzeni mnozstvi jejich potomkii (Daynac ef al., 2016).
5.1.2 Regionalni a pohlavni rozdily

V experimentu Mizrak et al. analyzovali pomoci jednobunééné RNA transkriptomiky buiky
ventralni SVZ mysiho mozku, aby vytvofili molekularni atlas. Pfed sekvenovanim buiky
rozdélili na oblasti na zaklad¢ septo-laterdlni osy a dorzo-ventralni osy (Mizrak et al., 2019).
Neuralni kmenové bunky SVZ déavaji vzniknou specifickym interneurontim olfaktorického

bulbu nebo glidlnim bunkdm v zéavislosti na jejich poloze v SVZ (Fiorelli et al., 2015).

Ventralni SVZ obsahovala astrocyty, buiiky neuralni linie, buiikky oligodendrocytické linie,
mikroglie, ependymové buiiky, endotelidlni butiky, pericyty a fibroblasty. Mezi buiiky neuralni
linie patfi aNSC, TAC a neuroblasty. Mikroglie byli pfitomny hlavné na lateralni stran€ (Mizrak
et al., 2019). To je vsouladu stim, ze mikroglie jsou dilezité pro migraci neuralnich

progenitora (Ribeiro Xavier ef al., 2015), které se také vyskytuji na lateralni stran¢. Astrocyty
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z raznych oblasti méli odliSnou miru exprese ur¢itych markert, jak na dorzo-ventralni ose, tak

na septo-lateralni.

Na zaklad¢ analyzy dat byly identifikovany dva druhy mikroglii, oznaceny jako A a B. Oboje
exprimujici mikroglialni markery Tmem119, Aifl a Cx3crl. OvSem mikroglie B exprimuje
navic ¢asné transkripcni faktory a prozanétlivé chemokiny. Aktivované mikroglie se vice vétvi,

diky ¢emu je mozné je barvit protilatkami.

Neurony SVZ produkuji neurotransmitery dilezité pro regulaci dospélych kmenovych bunék a
jejich potomstvo. Byly objeveny tfi subpopulace téchto neuronti. Nejdilezitéjsi je subpopulace
Neuron 3 exprimujici Chat kam patti ChAT+ podilejici se na regulaci bunék ventrikuldrni-
subventrikuldrni zony (ventricular-subventricular zone, V-SVZ). Jako dalsi byli objeveny 3
typy endotelidlnich bun¢k, na zdkladé zvyseného mnozstvi exprese genu urcili, Ze Endo.1
odpovida endotelidlnim kapilarnim bunkam, Endo.2 venalnim endotelialnim bunkam a Endo.3

arterialnim endotelidlnim bunkam.

Shlukovou analyzou bylo objeveno pét subpopulaci astrocytt. Nazyvajici se Astro.1 az Astro.5,
krom¢ Astro.2 exprimovali v§echny astrocyty geny tieti mozkové komory, naopak Astro.2
exprimovalo tanycyte2 markery. Astro.l se nachdzeji na laterdlni stran¢, Astro.3 a Astro.5 na
septalni strang, zbyvajici Astro.2 a Astro.4 byly rozdéleny rovnomérné. Astro.1 exprimovali ve
zvySené mite Crym, Prss56, a Id2; Astro.2 Notum, Sfipl, Igfbp5, S100a6, Thbs4, a Ascll;
Astro.3 genovou rodinu Hopx a Zic; Astro.5 Agt, Glil, Itih3, a Nkx6-2. Diky tomu se podaftilo

lokalizovat jednotlivé subpopulace astrocytl (Obrazek 9).
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Obrdzek 9 V horni Casti grafu je heatmapa ukazujici expresi markerii a transkripcnich faktorii astrocytalni linie a
ependymalnich bunek. V dolni casti je zobrazené mnozstvi astrocytii v jednotlivych oblastech. Cervenou jsou vyznaceny typy
bunék prevazné se vyskytujici v dané oblasti.

Astro.2 hraji roli v aktivaci neuralnich kmenovych bun€k, nachézeji se na misté, kde dochazi
k diferenciaci aktivovanych neurédlnich kmenovych bunc¢k na neuroblasty. Nejvyssi exprese
prolifera¢nich markerth mKi67, Mcm2, a Top2al byla pravé v téchto bunkach. Naopak sniZzend
exprese byla v podskupiné neuroblastti positivnich na Dcx+. Navic TACs produkovaly Ssc/l a

Egfr pted typickymi geny bunécného cyklu. To znamend, ze aktivace SC a proliferace se mohu

dit nezavisle na sobé.

Mezi buiiky oligodendrocytické line patii oligodendrocytické progenitorové buiky
(oligodendrocyte progenitor cells, OPCs), oligodendrocytické prekurzory (committed
oligodendrocyte precursors, COPs), nové formované oligodendrocyty (newly formed
oligodendrocytes), myelin-formujici oligodendrocyty (myelin-forming olygodendrocytes).
Bylo potvrzeno, ze OPCs a COPs se vyskytuji na septalni strané¢ V-SVZ. Navic ve vétSim
mnozstvi u samcil nez u samicek. Na druhou stranu na lateralni stran€ bylo vice proliferujicich
neuralnich progenitori u obou pohlavi. Bunky oligodendrocytické linie maji spolecné
transkripéni faktory Kcnip3, Olig2, Sox2, KIf9 a jejich expresni partnery Hes5, Enol, Sox21,
Purb, Zfp275, Foxj2, Zeb2, Tsc22d3, a Hopx (Obrazek 10).
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Obrazek 10 Vievo je Heatmapa ukazujici korelacni matici pro jednotlivé moduly transkripcnich faktorii.

Samci méli oproti samicim zvySenou expresi proliferativnich molekul na laterdlni strané, a
naopak klidovych molekul na septalni strané. Samici astrocyty méli zvysenou expresi receptorii

pro neurotransmitery a iontové kanaly.

Vice proliferujicich neuralnich progenitorti bylo na lateralni strané jak u samct, tak 1 u samicek.
Na druhou stranu vice oligodendrocytickych progenitor bylo na septalni strang, pficemz u

samcil proliferovali vice neZ u samicek.

Diilezitou nevyfeSenou otazkou u neuralnich kmenovych bunck je, jestli jsou skute¢né
multipotentni, a tedy schopné tvofit jak neurony, tak gliové buiiky nebo kazda tvoii pouze
neurony nebo jenom gliové buniky. Prvni zptlsob, ktery na jeji vyfeSeni pouZili byla korelace
expresnich profilli jednotlivych bunék. Jenom mala ¢ast z kmenovych bungk silné korelovala s
neuralnimi progenitory nebo s oligodendrocytickymi progenitory. Subpopulace Astro.2
korelovala s obéma typy progenitorii, zatimco subpopulace Asto.3 korelovala jenom s
oligodendrocytickymi progenitory, co je v souladu s tim, Ze se Astro.3 nachdzi na septalni

strané, kde je vetsi mnozstvi oligodendrocytickych progenitora.

Druhy zptsob, kterym chtéli zjistit, jestli jsou konkrétni kmenové bunky pfedurceny stat se
neurony nebo gliovymi bunikami byla analyza gent specifickych pro nékterou z linii. Mnoho
gend, které korelovali s neurdlnimi progenitory korelovalo zaroven i s oligodendrocytickymi

progenitory, byli to hlavn€ S100a6, Notum, Dbi, Sfrpl, Ascll, Vim, Thbs4 a Rpl32. Naopak
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nekteré markery korelovali vyhradné s jednim typem progenitorovych bunék. Markery
aktivovanych NSC (4scll, Nes, Gsx2) korelovali s obéma typy progenitorti. Markery klidovych
NSC (Veamli, Cdh2, Nr2el, Siprl, Hes5) s progenitory nekorelovali (Mizrak et al., 2019).

5.2 Subgranularni zéna

V experimentu Shin et al. pouzili transgenni mySi vytvoirené pomoci virové transdukce
s fluorescencnim CFP (cyane fluorescence protein) pod specifickym promotorem neuralnich
kmenovych bunék Nestin. Potom pomoci sc-RNAseq sledovali exprimované transkripéni
faktory u NSC. To ze sleduji NSC si potvrdili pfitomnosti znamych transkrip¢nich faktora Sox4,
Sox11, Foxgl, Tbr2, Insml1, Tcf12, a Nfib. Objevili dosud neprozkoumané transkripéni faktory,
které byli exprimovany ve zvySené mife u NSC jako je Hmgb2, Hmgb3, Smarccl/Baf155, Nfia,
Nfix (Shin et al., 2015).

V predchazejicich experimentech sledovali jenom skupinu bunék, kterd byla pozitivni na
konkrétni marker, naptiklad Nestin, kdyZ chtéli sledovat neuralni kmenové buniky (Shin ef al.,
2015), nebo GLAST pro izolaci NSC (Llorens-Bobadilla et al., 2015). Nevyhodou tohoto
pfistupu je, ze nemizeme objevit néjakou novou subpopulaci, jejichz markery nezname
(Obrazek 11). V experimentu Artegiani et al. sledovali vSechny bunky gyrus dentatus
hipokampu. Nejprve oddélili pomoci FACS ze vzorku neurony, protoZe ty tvoii nejvétsi frakci
vSech bunék a komplikuji zkoumani ostatnich bunéénych typl. Na zbyvajici buiikky pouzili
sekvenovani RNA jednotlivych bunék.

NestinGFP+ and
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Obrazek 11 Vlevo jsou viechny zkoumané buiiky, zelenou jsou Nestin pozitivni, Nestin se pouzivad jako marker NSC. Vidime,
Ze ho neobsahuji vsechny relevantni buiiky. Vpravo jsou ty samé buiiky rozdéleny na zdkladé bunécnych linii, které objevili
v gyrus dentatus hipokampu. Prevzato z (Artegiani et al., 2017)

Na zéklad¢ genové exprese rozeznali NSC (Aldoc, Apoe, 1d4, Hopx, Sox9, GFAP, GLAST,

Sox2), neurdlni progenitorové bunky (Eomes, Neurodl, Dcx, Ccnd2), OPC (Oligl, Olig2,
23



Sox10, Pdgfra, Ng2), myelin-formujici oligodendrocyty (Plpl, Mal, Mog, Mbp) a mikroglie
(Csfir, Cx3cr).

Astrocyty a NSC sdileji mnoho markert, proto tvofili v analyze jednu skupinu. Astrocyty maji

oproti NSC navic typické astrocytarni markery jako je S7100f a Fzd2 (Artegiani et al., 2017).
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6 Zavér

Neuralni kmenové bunky maji velky potencial v oblasti medicinského vyuziti. Jako je 1écba
traumatické poranéni mozku anebo obnova neurdlnich progenitorti po radioterapii. OvSem
zatim je klinické vyuziti velmi vzdaleno, a proto se v soucasnosti vyzkum zaméiuje hlavné na
neuralni kmenové buiiky, jejich vlastnosti a definovani jednotlivych bunéénych subpopulaci a

také na zlepSeni jednotlivych metod pouzivanych pii vyzkumu neuralnich kmenovych bun¢k.

Klicovou roli k pochopeni a dal$im studiu kmenovych bun¢k hraji jejich markery. Genetické
markery, exprimované u jednotlivych bunék, ndm umoziuji rozeznat bunécné populace a stadia

v kterych se buitky nachazeji.

Na zaklad¢ vyzkumu bun€k v subventrikularni zon€, kde sledovali bunéénou linii neurédlnich
kmenovych bunék a jejich transkriptomiku, pomoci scRNA-seq byly odhaleny jednotlivé stadia
proliferace neuralnich kmenovych bunék a dale i1 jejich subpopulace. Jednotlivé stadia na
zakladé genetickych markerii jsou gqNSC, aNSC, TAC, neuroblasty a migrujici neuroblasty
(Daynac et al., 2016). V jiné studii objevili dv¢ stadia astrocyti, tedy klidovych NSC a aNSC,
TAC a pouze jeden typ neuroblasti (Mizrak et al., 2019). Jednotliva stadia se 1iSi podle
pouzitych izola¢nich metod v daném vyzkumu. VSeobecné pfijimané rozdéleni je na qNSC,

aNSC, neuralni progenitory a diferencované neuroblasty (Michaelidesova et al., 2019).

Kromé¢ stadii proliferace byly popsany t€émito metodami i jednotlivé subpopulace mikorglii,
endotelidlnich bungk, astrocytl, tedy NSC a oligodendrocyti. Jednotlivé subpopulace mikroglii
se délily na mikroglie A a mikroglie B. Subpopulace endotelidlnich bunék byly Endo.1, Endo.2
a Endo.3, podle druhu cév, které tvotily. Subpopulace astrocytd obsahovala Astro.1 az Astro.5,
déleni probihalo na zdkladé exprese jednotlivych markeri a lokalizace jednotlivych
subpopulaci. Posledni sledovanou subpopulaci byla oligodendrocyticka linie. Kam patii OPCs,

COPs, nové formované oligodendrocyty a myelin-formujici oligodendrocyty.

Jednotlivé subpopulace jsou regionalné specifické, na lateralni strané SVZ se nachdzeji ve
zvySené mifte proliferujici neurdlni progenitory a dal$i buniky stimulujici bunécnou proliferaci.
Na septalni strané SVZ se na druhou stranu vyskytuji vice oligodendrocytické progenitory

(Mizrak et al., 2019).
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Pti vyzkumu neuralnich kmenovych bun¢k SGZ se ukazalo, Ze pii pouziti metod snazicich se
izolovat NSC pomoci specifickych markerti (Shin et al., 2015), doslo k vylouceni ¢asti NSC.
Tyto vyloucené bunky tvofily jinou subpopulaci NSC, u které nedochédzelo k expresi
sledovaného markeru. Na zéklad¢ scRNA-seq, bylo zjisténo, ze podle genové exprese jsou také
neuralnimi kmenovymi buiikami, tvofici jinou subpopulaci (Artegiani et al., 2017). Proto se
stale Castéji pouzivaji metody zalozené na scRNA-seq, kterymi lze sledovat velké mnozstvi

bunék.

Budouci vyuziti se nabizi v porovnani jednotlivych ¢asti mozku za pomoci scRNA-seq.
Zajimavé by bylo také zjistit mezipohlavni rozdily i v dal$ich oblastech mozku a podrobnéji

prozkoumat zmény pfti jeho starnuti a za patologickych podminek.

Bylo jiz zjisténo mnoho podminek, pfi kterych probihé proliferace NSC, ale stale chybi vlastni
molekuly a drahy za to zodpovédné. Pro spravné porozuméni vSem mechanizmim je velmi
dilezité studovat NSC jako celou niku véetné vSech bunék, metodami které to umoznuji, jako

je scRNA-seq.
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