ABSTRAKT

Cilem této price bylo objasnéni mechanisma diferenciace neurdlnich
kmenovych/progenitorovych bunék in vitro a jejich preZivani a
diferenciace po transplantaci do pofkozené kiiry mozku potkana. Pro
identifikaci bunék byla pouZita imunohistochemickd analyza a
zmény v expresi Na' a K' napét'ové zavislych iontovych kanéli, a
receptorti byly sledoviny pomoci metody patch-clamp.

Ukazali jsme, Ze NE-4C imortilizované neurdlni kmenové buiiky,
ktere byly ziskany z neuroepitelia p53-deficientnich mySich embryi
devaty embryondlni den (E9) a oznaCeny zelenym fluorescenénim
proteinem (GFP/NE-4C), maji schopnost diferenciace v neurony in
vitro. Po transplantaci do fotochemické léze divaji tyto bufiky vanik
neuroniim, astrocytiim i oligodendrocytim.

Déle byly pouZity primarni embryondlni kmenové buiiky izolované
z embryi D6/GFP my3i, které exprimuji GFP pod D6 promotorem
mDachl genu, kiery se uplatuje pfi vyvoji mozkové kiiry a je
specificky exprimovén v neurdlnich kmenovych buiikdch mozkové
kiiry a ve vzniklych neuronech. V E12 obsahuje mozkova kira u
téchto mysi prevaZné proliferujici neurdlni kmenové buiiky, které je
tak moZno na zikladé fluorescence GFP izolovat. Ukazali jsme, Ze in
vitro diferencuji tyto kmenové buriky pfevaZzné v neurony, ale dévaji
vznik i GFAP (glial fibrilary acidic protein)-pozitivnim buiikdm.
Jeden tyden po transplantaci do neposkozené mozkové kiiry nebo do
fotochemické léze pak diferencuji vyhradné v neurony.

Sonic Hedgehog (Shh) a Wnt-7a jsou morfogeny, které maji rizné
funkce b&hem tasného embryondlniho vyvoje u obratlovci, a které
se uplatiuji pfi vyvoji pfedniho mozku. Jejich role v postnatdlni
neurogenezi je pfedmétem souCasného vyzkumu. Dalsi éast price se
proto zaméfila na vyzkum vlivu Shh a Wnt-7a na proliferaci,
diferenciaci a membrinové vlastnosti neonatilnich neurdlnich
kmenovych bunék in vitro, které byly pro tento tel transdukovény
plasmidem nesoucim GFP a Shh (Shh-exprimujici buiiky) nebo Wnit-
Ta (Wnt-7a-exprimujici buiiky). Buiiky s expresi samotného GFP
byly pouzity jako kontrola. Ukézalo se, e Shh i Wnt-7a zvySuji
expresi neuronalnich markerd b&hem in vitro diferenciace a Ze Wni-
7a zvySuje vyskyt bunék. které vykazuji mebrinové vlastnosti
podobné neurondim.



