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1 Seznam použitých zkratek 
AFP  α-fetoprotein 
BMP  kostní morfogenní protein 
CMP  cevní mozková příhoda 
CNS centrální nervový systém 
D0-D15 1.-15. den kultivace nebo diferenciace buněk 
DAPI 4´, 6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid 
DMEM základní kultivační médium 
DMEM/F12 bezsérové diferenciační médium  
EBs embryoidní tělíska 
EC embryonální karcinomové buňky 
EG primordiální zárodečné buňky 
EpiSCs  kmenové buňky epiblastu 
ES embryonální kmenové buňky  
FBS fetální bovinní sérum 
FITC fluoresceinizothiokyanát 
GATA  transkripční faktor  
GFAP  gliální fibrilární kyselý protein 
GFP zeleně fluoreskující protein 
hES lidské embryonální kmenové buňky 
HPRT housekeeping gen  
HSCs hematopoetické kmenové buňky 
ICM buňky embryoblastu 
IHC a ICC  imunohistochemie a imunocytochemie 
IL  interleukin 
IVF in vitro fertilizace 
Lc Lurcher 
LeX  karbohydrátový povrchový epitop Lewis-X 
LIF leukemický inhibiční faktor 
MAP-2 protein nacházející se v těle a dendritech neuronů 
MASH-1  gen exprimovaný v diferencujících neuronech  
Nanog transkripční faktor 
N-CAM protein na povrchu neuronů 
NPG neuroprogenitory 
Oct-3/4 transkripční faktor 
PAX-6  gen pro transkripční faktor 
PBS fyziologický roztok 
PCOS syndrom polycystických ovárií  
PD  Parkinsonova choroba 
r.t. pokojová teplota 
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RA kyselina retinová 
RT-qPCR reverzní transkripce - kvantitativní real-time 

polymerázová řetězová reakce 
SSEA povrchové karbohydrátové epitopy 
WB  western blot 
WT wild type 
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2 Abstrakt 

Embryonální buňky uvnitř blastocysty, které se dále dělí a 
diferencují v buňky všech tkání organismu se nazývají embryonální 
kmenové (ES) buňky. Využití lidských ES buněk formou 
transplantací je jednou z možných cest regenerativní medicíny. 

Předložená práce zahrnuje studium 2 různých linií myších 
pluripotentních buněk - embryonálních karcinomových buněk (EC) 
P19 a ES buněk linie D3. Buňky jsme kultivovali v základním 
kultivačním médiu s fetálním bovinním sérem (FBS) a navíc u ES 
buněk s leukemickým inhibičním faktorem (LIF). Tyto složky zajišťují 
jejich pluripotenci a sebeobnovu. Následovala jejich 
neurodiferenciace změnou kultivačního média, bez FBS a u ES 
buněk i bez LIF. Naopak do média byla přidávána k indukci 
neurodiferenciace retinová kyselina (RA) a u ES buněk byla navíc 
zařazena kultivace embryoidních tělísek (EBs). Pluripotence a 
neurodiferenciace buněk byla ověřena molekulárně-biologickými 
metodami, kterými byly zjištěny u obou linií nediferencovaných 
buněk markery pluripotence a po jejich neurodiferenciaci přítomnost 
neuronálních markerů.  

Následovaly transplantace, při nichž byly myší EC P19 buňky 
trvale transfekované genem pro zeleně fluoreskující protein (GFP) 
aplikovány do zdravého mozečku myší typu wild (WT) a postiženého 
mozečku myší typu Lurcher (Lc). Byly použity nediferencované 
buňky (P19) a od nich odvozené neuroprogenitory (NPG) a 
hodnoceno bylo přežívání, morfologie a lokalizace transplantátu. 

Přežívání obou typů GFP pozitivních transplantátů bylo 
srovnatelné a nezávislé na typu myši. Přežívání NPG  i P19 buněk 
bylo významně nižší u myší Lc než u myší WT. Destrukce uvnitř 
transplantátu byly zjištěny pouze v transplantátech s NPG, expanze 
byla přítomna vždy po aplikaci P19 buněk a méně u NPG. 
Transplantované buňky nemigrovaly a nešířily se v rámci mozečku. 
Fenotyp GFP pozitivních transplantovaných buněk byl prokázán 
imunohistochemicky přítomností neuronálních markerů. Z hlediska 
lokalizace se transplantát vyskytoval u myší WT převážně 
v mozečku, ale u myší Lc vždy mimo mozeček s neurodegenerací.  

LIF jsme se dále věnovali v širším kontextu – význam tohoto 
cytokinu v časné embryogenezi a tím pádem i v plodnosti je široce 
zkoumán i u lidí a nejen na buněčných liniích. Zkoumali jsme tedy i 
význam LIF na plodnost a věnovali jsme se přímé korelaci mutací 
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v genu pro LIF s plodností žen. Vyšetřovali jsme mutace v genu pro 
LIF jak v populaci infertilních žen, tak v kontrolní populaci zdravých 
plodných žen. U 15 neplodných žen byla nalezena identická mutace 
v exonu 3 na pozici 3400 genu pro LIF, která vede při translaci 
k záměně valinu za methionin v kodónu 64 (V64M), jež je součástí 
AB kličky LIF proteinu, klíčové oblasti v interakci s receptorem pro 
LIF. Následně byl zkoumán vliv této mutace na úspěšnost léčby 
neplodnosti těchto žen ve srovnání se skupinou neplodných žen bez 
mutace.  

3 Abstract 
Embryonic cells inside the blastocyst, which divide and 

differentiate into cells of all tissues of organism, are called embryonic 
stem (ES) cells. Using the ES cells for transplantations is one the 
potential ways in regenerative medicine. 

The present study deals with two different lines of mouse 
pluripotent cells: embryonic carcinoma (EC) cells line P19 and ES 
cells line D3. The in vitro cultivation was performed in basal 
cultivation medium with fetal bovine serum (FBS) and in addition of 
leukemia inhibitory factor (LIF) in case of ES cells. The 
neurodifferentiation was induced by medium without FBS and 
without LIF in case of ES cells and supported by retinoic acid in case 
of P19 cells and embryoid bodies cultivation in case of ES cells. 
Pluripotency and neurodifferentiation of the cells were confirmed by 
presence of molecular markers of pluripotency and 
neurodifferentiation in both lines in nondifferentiated and 
differentiated states.   

Mouse EC P19 cells were transfected by gene for green 
fluorescent protein (GFP) and used for transplantation in cerebellum 
of wild type (WT) and Lurcher (Lc) mutant mice. Nondifferentiated 
cells (P19) and neuroprogenitors (NPG) derived from these cells 
were used. The study followed the survival, morphology and 
localization of the grafts.  

The survival of both types of GFP grafts was similar in both 
types of mouse. Survival of NPG and P19 cells was significantly 
lower in cerebellum of Lc than WT mice. Destructions of grafts were 
found only in NPG grafts; expansions were more frequent in grafts 
with P19 cells, than in NPG grafts. The transplanted cells didn’t 
migrate nor spread into cerebellum. The phenotype of GFP 
transplanted cells was confirmed by presence of neuronal markers 
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by using immunohistochemistry. Grafts were localized in WT mouse 
mainly in cerebellum on the contrary to Lc mouse, where they were 
localized outside the degenerated cerebellum only.   

Part of the presented study was focused on the characteristic of 
LIF and its impact on early embryogenesis. This also means its 
importance for fertility which is deeply investigated also in humans 
and not only in cell lines. So the part of the study was dedicated to 
the correlation of the LIF gene status and fertility in women. We 
investigated the prevalence of the LIF gene mutations in the 
population of infertile and control healthy fertile women. In fifteen 
infertile women the potentially functional LIF gene mutation, the G to 
A transitions at the position 3400 leading to the valin to methionin 
exchange at codon 64 (V64M) in the AB loop region of the LIF 
protein, were detected. Finally, the possible impact of this mutation 
on the infertility treatment outcome was followed. 

4 Úvod 

4.1 Embryonální bu ňky a jejich typy  

První embryonální buňky vzniklé z oplozeného vajíčka se nazývají 
blastomery a mají schopnost vytvářet a diferencovat se v dceřiné 
buňky všech 3 zárodečných listů (ektoderm, mesoderm a entoderm) 
a také v buňky extraembryonálních tkání. Tyto buňky jsou stejně jako 
zygota totipotentní. Pak následuje stadium moruly a dále u savců 
blastocysty, jež obsahuje embryoblast, ze kterého jsou odvozeny 
embryonální kmenové buňky (ES-embryonic stem cells). 
Embryonální kmenové buňky jsou pluripotentní. Mezi embryonální 
buňky s vysokou schopností diferenciace náleží též primordiální 
zárodečné buňky (EG-embryonic germ c.) a nakonec embryonální 
nádorové buňky (EC-embryonic carcinoma c.). Pluripotentní buňky 
lze in vitro za určitých laboratorních podmínek nejen diferencovat 
v buňky ektodermu, mesodermu a entodermu, ale také nekonečně 
množit [Filip et al., 2006]. U myší byly odvozeny kmenové buňky 
epiblastu (epiblast stem cells-EpiSCs) [Brons et al., 2007; Tesar  et 
al., 2007]. 

Každá tkáň dospělého organismu obsahuje malou subpopulaci 
buněk, které jsou schopné sebeobnovy a neomezené proliferace, 
tzv. multipotentní adultní kmenové buňky. V léčbě jsou nejvíce 
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používány lidské hematopoetické kmenové buňky (HSCs), které jsou 
získávány z kostní dřeně [Filip et al., 2006]. 

4.2 Charakterizace kmenových bun ěk 

ES buňky jako pluripotentní buňky není možné využívat bez jejich 
detailní in vitro charakterizace. Ta se provádí u jednotlivých linií ES 
buněk např. z důvodu zvýšení bezpečnosti buněčné terapie před 
jejich transplantací [Gersh et al., 2009]. Jsou studovány jejich 
vedlejší účinky a další problémy spojené s přežíváním a funkčností 
transplantátu (např. nízké přežívání či naopak neomezená 
proliferace a vznik tumorů). Mezi některé molekulární znaky, které 
charakterizují pluripotentní embryonální buňky lidí a myší náleží 
např.: 

SSEA-1 (stage-specific embryonic antigen) - povrchový antigen 
(glykosfingolipid) blastomer, vznikajících při rýhování embryoblastu 
(ICM-inner cell mass) a trofektodermu pozdní blastuly nebo moruly 
myši.  Charakteristický povrchový karbohydrát ES a EC buněk, jenž 
je u myší zastoupen epitopem Lewis X [Muramatsu et al., 2008]. 

Oct-3/4 - transkripční faktor rodiny POU, který je exprimován 
v totipotentních a pluripotentních buňkách, kam náleží i EC a ES 
buňky [Gardner et al., 2006]. 

4.3 Leukemický inhibi ční faktor (LIF) a jeho funkce 

LIF je vysoce glykosylovaný protein (38-67 kDa), který byl jako jeden 
z prvních používán pro kultivaci ES buněk. Náleží mezi cytokiny 
rodiny interleukinu 6 (IL-6). Cytokiny této rodiny se v dospělém 
organismu uplatňují v krvetvorném, nervovém, kardiovaskulárním a 
endokrinním systému a také při změnách kostní a tukové tkáně 
[Kotasová, 2009].  

LIF má velice důležitou úlohu i v embryo-endometriální komunikaci 
savců [např. Herrler et al., 2003; Stewart et al., 1992]. Předpokládalo 
se, že vysoká hladina exprese LIF by mohla být indikátorem 
připraveného endometria u fertilní ženy. Avšak během studií byly 
zjištěny velice rozdílné výsledky týkající se hladin exprese LIF v 
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endometriu pacientek. Dokonce ani po vyloučení dalších příčin 
infertility (ovariální, tubární a andrologický faktor a endometrióza), 
není samotné zjištění hladiny LIF dostačující pro stanovení 
potenciálu implantace embrya u žen s idiopatickou infertilitou. To je 
v kontrastu s klíčovou rolí LIF v endometriu myší [Aghajanova, 
2010]. 

4.4 LIF a jeho vliv na ES a EC bu ňky 

ES buňky mají schopnost sebeobnovy, která je charakteristická pro 
všechny typy kmenových buněk. U myších ES buněk je tato 
vlastnost závislá na signálech cytokinů LIF nebo BMP4 (kostní 
morfogenní protein 4). Navíc na této vnější regulaci genové exprese 
se podílí ještě přítomnost vnitřních transkripčních faktorů 
nediferencovaného stavu, jako jsou Oct-3/4 a Nanog [Chambers a 
Smith, 2004]. 

Lidské ES buňky tedy, stejně jako myší, exprimují Oct-3/4 a Nanog, 
ale podmínky ve směru sebeobnovy lidských ES buněk za 
přítomnosti Nanog nejsou ještě zcela jasné. Lidské ES buňky mají, 
navíc schopnost sebeobnovy i bez vnějšího přidávání LIF [Thomson 
et al., 1998; Reubinoff et al., 2000].  

4.5 Diferenciace embryonálních kmenových bun ěk 
in vitro 

Podíl diferencovaných ES buněk v laboratorních podmínkách je 
většinou mnohem menší, než in vivo. Nezastupitelnou roli při tomto 
procesu zaujímá metoda embryoidních tělísek (EBs – embryoid 
bodies), při které dochází k odstranění LIF a ES buňky se kultivují ve 
visící kapce [např. Wiles, 1993; Dang et al., 2004]. Výsledkem tohoto 
procesu může být jednak chaotická struktura nebo může docházet k 
diferenciaci ES buněk v buňky svalové, keratinocyty, melanocyty, 
neurony, gliové, epitelové,  hematopoetické buňky, buňky secernující 
inzulin a mohou vytvořit i žloutkový váček. Při této spontánní 
diferenciaci je efektivita její indukce velice odlišná, a tak byly 
vypracovány postupy, jak ji zefektivnit. Jedním z nich je přidávání 
různých cytokinů, prodiferenciačních induktorů a růstových faktorů.  
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U EC buněk indukuje neurální diferenciaci např. bezsérové prostředí 
a umocňuje působení prodiferenciačního induktoru  RA [např. Jones-
Villeneuve et al., 1983; Pacherník et al., 2005], o níž je známo, že in 
vitro podporuje diferenciaci pluripotentních buněk různými směry 
[Phillips et al., 2004].  Také u ES buněk způsobuje RA neurogenezi 
[Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995]. 

4.6 Buněčná terapie a neurotransplantace 

V současné době jsou vkládány velké naděje do léčebných postupů 
založených na transplantaci kmenových buněk. Pro buněčnou terapii 
jsou vhodné nemoci, které jsou následkem destrukce či dysfunkce 
určitého omezeného počtu typů buněk. Mezi tyto nemoci patří např. 
Parkinsonova nemoc (PD), jejímž důsledkem je destrukce 
dopaminergních neuronů v oblasti substantia nigra středního mozku 
[Filip et al., 2006]. Přínos transplantace kmenových buněk pacientům 
s Huntigtonovou choreou, s cévní mozkovou příhodou (CMP) či s 
míšním poraněním je v současnosti ověřován v rámci mnoha studií 
na laboratorních zvířatech nebo i formou klinických studií [např. 
Zhang et al., 1996; Kim a de Vellis, 2009]. Transplantace 
embryonální tkáně je v klinické praxi používána od 80. let 20. století 
k léčbě PD [Björklund a Lindvall, 2000]. Mezi neurodegenerativní 
choroby patří i dědičné ataxie, které postihují mozeček, jeho spoje a 
případně další části nervového systému [Cendelín, 2008].  
 
K objasnění skutečnosti, který typ kmenových buněk bude pro  
neurotransplantace nejvodnější, je tato buněčná terapie prováděna 
s různými typy ES buněk na experimentálních modelech 
laboratorních zvířat např. s mozečkovou degenerací [Kim a de Vellis, 
2009].. K nejznámějším přirozeným mutantům s degenerací 
mozečku patří myši typu Lc. Tyto myši jsou modelem 
olivocerebelární degenerace, kdy heterozygoti nesou mutaci genu 
pro δ2 podjednotku glutamátového receptoru. Tato porucha vyvolává 
apoptózu Purkyňových buněk, která následně vede k sekundárnímu 
úbytku granulárních buněk mozečku a neuronů dolní olivy. 
Důsledkem této degenerace jsou ataxie, poruchy prostorového učení 
a orientace [Cendelín, 2008]. 



13 
 

Jednou z možností je transplantace neuronů nebo neuroprogenitorů 
diferencovaných z kmenových buněk pocházejících z 
teratokarcinomu [např. Brinster, 1974; Hara et al., 2008].  

Zralé neurony je možno charakterizovat podle jedinečné morfologie, 
což není in vitro, ale ani in vivo vždy dostačující. Proto je třeba 
dokazovat přítomnost obecných neuronálních znaků 
imunocytochemicky nebo imunohistochemicky [Filip et al., 2006] 
např.: 

MAP-2 (microtubule-associated protein 2) - mRNA a protein jsou 
lokalizovány v dendritech, ale ne vždy v tělech neuronů, což 
dokazuje, že nově syntetizovaná RNA je transportována do dendritů 
diferencujících neuronů, kde dochází k proteosyntéze [Dehmelt a 
Halpain, 2004].  

Kalbindin (calcium-binding protein) - protein exprimovaný 
Purkyňovými buňkami mozečku. Může zlepšovat pohybovou 
koordinaci. Podílí se na formování synapsí mezi těmito buňkami 
mozečku. Dále ho mohou exprimovat i další neurony mozku [Barski 
et al., 2003].  
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5 Východiska a cíle 

5.1 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších ES bun ěk 

5.1.1 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších EC P19 bun ěk 

Nediferencované EC P19 buňky byly kultivovány v sérovém médiu, 
pak byly diferencovány pomocí RA a média bez séra do stadia NPG 
a neuronů. Všechna stadia byla charakterizována na přítomnost 
znaků pomocí imunocytochemie, RT-qPCR a WB.  
5.1.2 Kultivace, neurodiferenciace a následná 

charakterizace myších ES D3 bun ěk 
Nediferencované myší ES buňky linie D3 byly kultivovány v sérovém 
médiu s LIF. Neurodiferenciace byla započata tvorbou EBs v médiu 
bez LIF a pak byla indukována RA v bezsérovém médiu a 
dokončena v médiu bez RA. Obě stadia byla charakterizována na 
přítomnost markerů imunocytochemicky a WB. 

5.2 Transplantace nediferencovaných EC P19 
buněk a z nich odvozených diferencovaných 
neurálních progenitor ů (NPG) do CNS 
modelových  laboratorních myší s 
neurodegenerativním onemocn ěním  

EC P19 buňky byly trvale transfekovány genem pro GFP. Tyto 
elementy byly transplantovány do mozečků dospělých myší typu Lc 
kmene B6CBA a typu WT téhož kmene. Bylo sledováno jejich 
přežívání. 
 

5.3 Studium mutací v genu pro LIF a jejich vztahu k  
plodnosti žen 

Stanovili jsme výskyt mutací v genu pro LIF ve sledované populaci 
neplodných žen a porovnali jej s kontrolní populací plodných žen bez 
mutace.  
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6  Materiál a metody 

6.1 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších ES bun ěk 

6.1.1 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších EC P19 bun ěk 

Kultivace nediferencovaných EC P19 bun ěk 

Linie myších buněk EC P19 byla získána z European Collection of 
Cell Culture, Wiltshire, UK. Tyto buňky byly kultivovány v 
nediferencovaném stavu v kultivačním médiu (Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium-DMEM) s FBS, penicilinem a streptomycinem 
(GIBCO BRL, Chemos CZ, Prague, Czech Republic) [Pacherník et 
al., 2005; Hong et al., 2008]. 

Neurodiferenciace EC P19 bun ěk 

Diferenciace EC P19 buněk v neuronální buňky byla provedena v 
bezsérovém médiu DMEM/F12 (1:1) s antibiotiky. Neurogeneze byla 
indukována RA v médiu po 2 dny (c= 5x10-7 M, Sigma, Prague, 
Czech Republic) a pak bez RA [Pacherník et al., 2005; Houdek et 
al., 2010]. 

Charakterizace nediferencovaných a 
diferencovaných EC P19 bun ěk 

EC P19 buňky byly charakterizovány RT-qPCR (reverzní transkripce 
- kvantitativní real-time polymerázová řetězová reakce), 
imunocytochemicky a WB nejprve v nediferencovaném stavu (D0), 
pak po 3 dnech diferenciace (D3 -  stadium NPG) a nakonec po 10 
dnech neurodiferenciace (D10).  

 
RT-qPCR  

Celková RNA byla ze vzorků získána užitím izolačního kitu Fast RNA 
Pro Green Kit (Q-BIOgene, Irvine, CA, USA). Reverzní transkripce 
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(RT) byla provedena ze 3 µg celkové RNA reverzní transkriptázou 
Superscript III (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Sekvence 
použitých primerů (GeneriBiotech, Hradec Králové) jsou uvedeny 
v tab. 1 [Ešner et al., 2002; Hong et al., 2008].  

Jako housekeeping gen byl zvolen HPRT (gen pro hypoxanthin 
fosforibosyltransferásu) [např. Sellner a Turbett, 1996; Specht et al., 
2001].  

Gen pro α-fetoprotein (AFP) - znak diferenciace v buňky 
entodermálního původu při vývoji EBs [Lafuste et al., 2002]. 

Gen GATA-4 - marker buněk raného entodermálního původu a vývoj 
kardiomyocytů [Holtzinger et al., 2010]. 

Gen Brachyury - esenciální transkripční faktor vývoje buněk 
mesodermálním směrem [např. Kispert a Hermann, 1993; 
Pekkanen-Mattila et al., 2010]. 

Výsledky kvantifikace exprese vybraných genů jsou udány jako 
relativní (vztažené k expresi HPRT genu) a byly získány za užití 2-∆Ct 
přístupu [Koike et al., 2007]. 
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Tab. 1 – Primery užité pro analýzu exprimovaných genů 

 Gen Forward primer Reverse primer 
Délka 
(bp) 

PAX-6 
5'-
TGCCCTTCCATCTT
TGCTTG-3' 

5'-
TCTGCCCGTTCAACA
TCCTTAG-3' 

178 

MASH-1 
5'-
CTCGTCCTCTCCG
GAACTGATG-3' 

5'-
CGACAGGACGCCCG
CCTGAAAG-3' 

303 

Brachyury 
5'-
GAGAGAGAGCGAG
CCTCCAAAC-3' 

5'-
GCTGTGACTGCCTA
CCAGAATG-3' 

230 

GATA-4 
5'-
GAAAACGGAAGCC
CAAGAACC-3' 

5'-
TGCTGTGCCCATAGT
GAGATGAC-3' 

186 

AFP 
5'-
ATGTATGCCCCAGC
CATTCTGTCC-3' 

5'-
GAGATAAGCCTTCA
GGTTTGACGC-3' 

466 

HPRT 
5'-
CTTGCTGGTGAAAA
GGACCTCTC-3' 

5'-
CAAATCAAAAGTCTG
GGGACGC-3' 

350 

 
Imunocytochemie (ICC) 

Nediferencované a diferencované EC P19 buňky byly kultivovány dle 
příslušných výše uvedených protokolů na speciálních krycích 
sklíčkách. Byly opláchnuty fyziologickým roztokem (PBS)  a fixovány 
paraformaldehydem (t=4°C). Poté byly permeabilizová ny roztokem 
PBS s detergenty. Pak byl aplikován blokovací roztok a byly značeny 
primárními protilátkami (viz tab. 2, t= 4°C). Potom  byly propláchnuty 
roztokem Tweenu 20 v PBS. Dále byly přeznačeny při r.t. 
příslušnými sekundárními protilátkami dle tab. 2 v roztoku PBS s 
FBS a s Tweenem 20. Nakonec byly označené zality montovacím 
médiem s DAPI (MILIPORE) a pozorovány fluorescenčním 
mikroskopem Olympus BX 41. U nediferencovaných EC buněk byl 
stanoven povrchový marker LeX antigen (protilátka FORSE-1). 
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Tab. 2 – Protilátky a jejich ředění použité při imunocytochemii 

EC a ES buňky 
Primární 
protilátky 

Ředění 
Sekundární 
protilátky 

Ředění 

Hybridoma 
FORSE-1 
(Development
al Studies 
Hybridoma 
Bank, 
University of 
Iowa) 

1:1 

anti-mouse 
IgG+IgM 
(FITC, 
Invitrogen) 

1:750 

Nediferencované 

Oct-3/4 (Santa 
Cruz 
Biotechnology, 
Inc.) 

1:200 

anti-mouse 
IgG Alexa 
Fluor 568 
(Invitrogen) 

1:200 

Diferencované 
MAP-2 
(SIGMA-
ALDRICH) 

1:500 

anti-mouse 
IgG 
(FITC, 
SIGMA-
ALDRICH) 

1:150 

 
Western blot (WB)  

Buňky byly promyty PBS a zlyzovány pufrem (Tris-HCl a glycerol) s 
roztokem dodecyl sulfátu sodného (SDS). Koncentrace proteinů byla 
určována použitím DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) a SDS-PAGE. Po 
elektroforéze byly separované proteiny  detekovány užitím 
primárních a sekundárních protilátek a vizualizovány dle návodu 
ECL+Plus reagent (Amersham Pharmacia Biotech). Použité 
protilátky: myší monoklonální protilátka proti N-CAM (neural-cell 
adhesion molecule; C0678, SIGMA-ALDRICH), myší monoklonální 
protilátka proti β-III tubulinu (11-264-C100, ExBio), králičí 
polyklonální protilátka proti p27 (sc-528, Santa Cruz Biotech.), králičí 
polyklonální protilátka proti Oct-3/4 (sc-9081, Santa Cruz Biotech.) a 
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králičí polyklonální protilátka proti cdk4 (sc-260, Santa Cruz 
Biotech.). 

6.1.2 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších ES D3 bun ěk 

Kultivace nediferencovaných mES D3 bun ěk 

Také linie myších ES buněk D3 byla získána z European Collection 
of Cell Culture, Wiltshire, UK. Tyto buňky byly kultivovány na 
mitomycinem C ošetřených myších embryonálních fibroblastech v 
DMEM obsahujícím FBS a LIF. Pak byly tyto buňky adaptovány na 
kultivaci bez podpůrných fibroblastů. 

Neurodiferenciace myších mES D3 bun ěk 

Neurodiferenciace ES buněk byla započata vytvořením 
embryoidních tělísek (EBs) na neadhesivních miskách v DMEM 
médiu bez LIF. EBs byla přenesena na standardní kultivační misky. 
Neurodiferenciace byla indukována na 1 misce výměnou média 
DMEM/F12 a na 2 dny přidáním RA (c= 5 x10-7M) [Bain et al., 1995; 
Okabe et al., 1996; Pacherník et al., 2002a], zatímco do 2. ne. 
Potom byly všechny ES D3 buňky diferencovány v bezsérovém 
médiu 8 dní. 

Charakterizace nediferencovaných a 
diferencovaných ES D3 bun ěk 

ES D3 buňky byly charakterizovány imunocytochemicky v 
nediferencovaném stavu (D0), po 15 dnech diferenciace (D15). 
Western blot byl prováděn u obou diferenciačních pokusů 7., 11., 13. 
a nakonec 15. den diferenciace (D15).   

Imunocytochemie (ICC) 

Nediferencované a diferencované mES D3 buňky byly kultivovány 
dle uvedených protokolů. Potom byly opláchnuty PBS a fixovány v 
paraformaldehydu (t=4°C). Po té byly permeabilizová ny roztokem 
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PBS s detergenty, pak byl aplikován blokovací roztok (t= 4°C). 
Značení buněk primárními protilátkami probíhalo v blokovacím 
roztoku (tab. 2, navíc β-III tubulin, SIGMA-ALDRICH=1:500, t=4°C). 
Následně byly buňky propláchnuty roztokem Tweenu 20 v PBS. 
Potom byly přeznačeny sekundárními protilátkami v roztoku PBS s 
FBS a Tweenem 20 (tab. 2, navíc anti-mouse IgG, FITC, SIGMA-
ALDRICH=1:150). Nenavázané sekundární protilátky byly vymyty 
roztokem Tweenu 20 v PBS. Označené buňky byly zality 
montovacím médiem s DAPI (MILIPORE) a pozorovány 
fluorescenčním mikroskopem Olympus BX 41.  

Western blot (WB)  

Analyzované buňky byly promyty PBS a zlyzovány pufrem (Tris-HCl, 
glycerol) s roztokem SDS. Koncentrace proteinů byla určována 
použitím DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) a analyzovány pomocí  
SDS-PAGE. Po elektroforéze byly separované proteiny detekovány 
užitím primárních a sekundárních protilátek a vizualizovány dle 
návodu ECL+Plus reagent (Amersham Pharmacia Biotech). Byly 
použity protilátky: myší monoklonální protilátka proti N-CAM (neural-
cell adhesion molecule; C0678, Sigma), myší monoklonální protilátka 
proti isotypu neuronálně-specifického β-III tubulinu (11-264-C100, 
ExBio) a králičí polyklonální protilátka proti cdk4 (sc-260, Santa Cruz 
Biotech). 

6.2 Transplantace nediferencovaných EC P19 
buněk a z nich odvozených NPG do CNS 
modelových laboratorních myší s 
neurodegenerativním onemocn ěním 

6.2.1 Kultivace nediferencovaných a permanentní 
transfekce EC P19 bun ěk 

Kultivace EC P19 buněk byla prováděna in vitro za výše uvedených 
podmínek. Permanentní transfekce buněk byla provedena užitím 
GFP plasmidu (Clontech Laboratories, Inc.) dle návodu CalPhosTM 

Mammalian Transfection Kit. 
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6.2.2 Diferenciace NPG EC P19 bun ěk 

Trvale transfekované EC P19 buňky byly diferencovány uvedenou 
kultivací do stadia NPG. Následně byly NPG transplantovány do 
mozečku myší.  

6.2.3 Pokusná zví řata 

Celkem 101 dospělých laboratorních myší typu WT a Lc kmene 
B6CBA bylo chováno za standardních podmínek konvenčního 
chovu. 25 myším typu WT a 25 myším typu Lc byly transplantovány 
nediferencované EC P19 buňky. 26 myší typu WT a 25 myší Lc 
dostalo NPG. 

6.2.4 Transplantace 

Transplantace byla provedena v celkové anestezii směsí ketaminu a 
xylazinu aplikovanou intraperitoneálně (i.p.). V okcipitální kosti ve 
střední čáře mezi lambdou a úpony šíjových svalů myši (bregma – 
7,0 mm) byl vyvrtán otvor o průměru do 2 mm. Mikrostříkačkou 
Hamilton byl do jejího mozečku injikován 1 µl suspenze (50 000 
buněk v DMEM).  

6.2.5 Histopatologické vyhodnocení transplantací 

21 dnů po transplantaci byly pokusné myši usmrceny hlubokou 
anestezií (tiopental i.p.) a transkardiálně perfundovány PBS. 
Postfixovány byly několik dnů v paraformaldehydu. Kryoprotekce 
probíhala v roztoku sacharózy, pak byly mozečky krájeny na 
kryostatu na 40 µm silné frontální řezy a vyšetřeny a vyfotografovány 
fluorescenčním mikroskopem. U GFP pozitivních transplantátů byla 
posuzována lokalizace a základní morfologie. Každý 2. řez byl 
obarven hematoxylin-eosinem a zbylé řezy byly obarveny dle Nissla. 

6.2.6 Imunohistochemie (IHC) 

15 laboratorním myším WT byly obdobně transplantovány GFP 
NPG. 2 měsíce po transplantaci byly myši usmrceny a jejich mozky 
zpracovány obdobně na jednotlivé řezy. Vybrané GFP řezy byly 
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obarveny fluorescenční imunohistochemickou metodou, tak 
abychom identifikovali transplantované buňky pozitivní na MAP-2 
(neurony), GFAP (astrocyty) a kalbindin (Purkyňovy buňky): 

Na řezy byl aplikován blokovací roztok (kozí serum, Tween, FBS 
v PBS, r.t.). Značení primárními protilátkami probíhalo v PBS (anti-
GFAP-Cy3 produced in mouse, SIGMA-ALDRICH, ředění 1:800; 
anti-MAP-2, SIGMA-ALDRICH, ředění 1:400; anti-calbindin, SIGMA-
ALDRICH, ředění 1:1000 produced in rabbit). Potom byly řezy 
propláchnuty roztokem PBS, pak byly přeznačeny sekundární 
protilátkou v roztoku PBS (goat anti-rabbit IgG, Alexa Fluor 568, 
Invitrogen, ředění 1:200). Nenavázaná sekundární protilátka byla 
vymyta roztokem PBS za stejných podmínek. Obarvené řezy byly 
zality montovacím médiem s DAPI (MILIPORE). Takto připravené 
preparáty byly pozorovány fluorescenčním mikroskopem Olympus 
BX 41.  

6.2.7 Statistické vyhodnocení 

V jednotlivých skupinách myší bylo hodnoceno přežívání a výskyt 
typických morfologických charakteristik transplantátu (lokalizace, 
expanse a destrukce). Statistická významnost rozdílů mezi 
skupinami myší byla hodnocena Fisherovým testem. Za statisticky 
významné byly považovány rozdíly, pro které platí p<0,05. 

Všechny pokusy byly prováděny se souhlasem Odborné komise pro 
práci s pokusnými zvířaty LF UK v Plzni a v souladu s etickými a 
právními normami ČR. 

6.3 Studium mutací v genu pro LIF a jejich vztahu k  
plodnosti žen  

 
Bylo vyšetřeno celkem 151 infertilních a 205 plodných žen a na výskyt 
mutací jsme použili elektroforézu probíhající v teplotním gradientu 
(TGGE) s následnou sekvenací všech TGGE pozitivních vzorků. 
Soubor infertilních žen jsme rozdělili dle příčin sterility na 2 skupiny: 
ovariální, tubární a andrologický faktor (n=107); idiopatická infertilita a 
endometrióza (n=44).  
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6.3.1 Polymerázová řetězová reakce (PCR) a 
vyšet řování mutací v genu pro LIF 

Pro vyšetření DNA jsme používali TGGE. Analyzovány byly kódující 
oblasti a exon-intronové spoje genu. Exon 3 byl rozdělen pro potřeby 
TGGE na 3 části, tak jsme vyšetřovali 5 PCR fragmentů. Za účelem 
vytvoření termostabilních domén byly primery modifikovány pomocí 
Poland java script přidáním GC svorek (www.biophys.uni-
duesseldorf.de/POLAND/poland.html) viz tab. 3. PCR produkty byly 
kontrolovány na agarózovém gelu. 
 

Tab. 3 – Použité primery 
Exon Jméno Sekvence 5 '→ 3' 

E1F-GC  
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCG
CCCCCGCCCGCTATGATGCACCTCAAACAA* E1 

E1R GGGGCGGGTGTATTTA* 
E2F GCCACCCTTTCCTGCCTTTCTAC** 

E2 
E2R-GC 

CGGGCGGGGGCGGCGGGCCGGGCGCGGGG
CGCGGCGGGCGTCCCTGCCATCTCCTGTCAGT
ATC** 

E3.1F-GC 
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCG
CCCCCGCCCGACAATTCCAGATGCTTACAGGG 
** 

E3.1 

E3.1R- GC GCGGG GCCAAGGTACACGACTATGC** 
E3.2F CCCAACAACCTGGACAAGCTATG** 

E3.2 
E3.2R-GC 

CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGCCCCGCCG
CCCCCGCCCCCCGTAGGTCACGTCCACATG** 

E3.3F-GC CCCGC CCTCCTTAGCAACGTGCTGT* 
E3.3 

E3.3R-GC 
CGGGCGGGGGCGGCGGGCCGGGCGCGGGG
CGCGGCGGGCGACATCTGGACCCAACTCCTG* 

 
Vyhledávání mutací bylo prováděno analýzou heteroduplexů na TGGE 
(Biometra, Goettingen, Germany) za použití paralelních 
akrylamidových gelů (1 hod. 30 min.). Teplotní gradienty byly pro 
každý fragment specifické. DNA byla detekována metodou barvení 
stříbrem.  

Všechny pozitivní vzorky jsme následně sekvenovali na sekvenátoru 
ABI Prism 310 (PE/Applied Biosystems, Foster City, USA).  
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Statistické zhodnocení rozdílu mezi skupinou s mutacemi a skupinou 
infertilních žen bez mutací bylo provedeno pomocí Fisherova 
exaktního testu pro čtyřpolní tabulky.  

Studie byla schválena etickou komisí LF UK v Plzni a všechny 
pacientky podepsaly informovaný souhlas. 

7 Výsledky 

7.1 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších ES bun ěk 

7.1.1 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších EC P19 bun ěk 

Získané hodnoty kvantifikačního stanovení exprese vybraných genů 
jsou udány jako relativní Ct a relativní počty kopií (R) jsou uvedeny v 
následující tab. 4: 
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Tab. 4 – Výsledky kvantifikace mRNA - Ct hodnoty a relativní 
počty kopií (R) 

 Gen  Den Průměrná  Ct R 
D0 19.15 - 
D3 19.55 - 

HPRT 
  
  D10 19.70 - 

D0 32.30 0.00011 
D3 22.50 0.12941 

Pax-6 
  
  D10 21.55 0.27739 

D0 21.70 0.17076 
D3 29.65 0.00091 

Brachyury 
  
  D10 32.75 0.00012 

D0 29.75 0.00064 
D3 29.00 0.00143 

Mash-1 
  
  D10 26.85 0.00704 

D0 29.75 0.00064 
D3 29.00 0.00143 

GATA-4 
  
  D10 34.15 0.00005 

D0 36.45 0.00001 
D3 25.50 0.01618 

AFP 
  
  D10 29.90 0.00085 

 
Pro jednodušší porovnání získaných hladin exprese jednotlivých 
genů v různých stadiích diferenciace EC buněk, byly jejich relativní 
hodnoty přepočítány na procentuální viz obr. 1.  

Hladiny exprese genů PAX-6 a MASH-1 rostly a naopak exprese 
genu Brachyury klesala během neurodiferenciace. Hladiny 
exprimovaných genů GATA-4 a AFP byly nejvyšší po indukci 
diferenciace RA [Babuška et al., 2010]. 

Nediferencované EC buňky byly imunocytochemicky pozitivně 
testovány na přítomnost markerů pluripotence - Oct-3/4 a antigen 
LeX. Během diferenciace (D10) postupně převládají kolonie buněk s 
neuronálním fenotypem. EC buňky se nejprve zakulatí, tvoří výběžky 
a nakonec se organizují v kolonie tvaru neurosfér s neurity. Tento 
charakter buněk byl imunocytochemicky potvrzen přítomností 
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markeru MAP-2. Dále byly tyto buňky shledány pozitivními na další 
neuronální markery - N-CAM a β III-tubulin pomocí WT.  

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

7.1.2 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších ES D3 bun ěk 

Nediferencované myší kmenové buňky linie D3 byly v kultuře 
kulovité a bez výběžků. Imunocytochemicky u nich byla prokázána 
přítomnost markerů pluripotence – Oct-3/4 a LeX antigen. 

Výsledkem diferenciace pomocí RA byl růst buněčných výběžků v 
průběhu 7 až 15 dní a změna v neuronální fenotyp buněk. 
Neuronální diferenciaci potvrzovala i imunocytochemicky prokázaná 
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Obr. 1- Graficky zpracované výsledky kvantifikace mRNA, které jsou vyjádřené v 
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přítomnost markerů MAP-2 a β-III tubulinu. S využitím WB byla u této 
diferenciace potvrzena pozitivita i na neuronální marker N-CAM. WB 
provedený v lyzátech elementů diferencovaných bez indukce RA 
ukázal na nízkou pozitivitu neuronálního markeru N-CAM a na 
negativitu β-III tubulinu. Neefektivnost tohoto postupu 
neurodiferenciace potvrdila i morfologie buněk, které byly bez 
neuronálních výběžků. 

7.2 Transplantace nediferencovaných EC P19 
buněk a z nich odvozených NPG do CNS 
modelových laboratorních myší s 
neurodegenerativním onemocn ěním  

Transplantované nediferencované buňky P19 i NPG vytvářely 
ložiska fluoreskujících buněk v oblasti aplikace. 

Transplantované buňky se nešířily do vzdálenějších oblastí mozečku 
příjemce. Někdy neměl fluoreskující transplantát ostrou hranici oproti 
ostatnímu okolí, jindy byla naopak patrná ostrá hranice a komprese 
okolních struktur tímto útvarem.  
 
Přežití transplantovaných bun ěk 
 
U myší shodného typu 3 týdny po aplikaci nebyl v přežívání 
transplantátů složených z NPG a nediferencovaných buněk 
statisticky významný rozdíl viz tab. 5. Při srovnání přežívání 
transplantátu z NPG bylo zjištěno významně vyšší přežívání u myší 
typu WT (p= 0,0078) než u mutantů Lc. U myší typu WT 
transplantovaných pro imunohistologii, kterým byly aplikovány pouze 
NPG, byly 2 měsíce po jejich aplikaci objeveny transplantáty u 11 z 
15 myší (73,3%). 

Morfologie transplantátu 

Z hlediska sledované morfologie transplantátu byl expanzivní 
charakter vždy přítomen po aplikaci nediferencovaných buněk (tab. 
6, 7) na rozdíl od NPG, kde byla expanze výrazně nižší. Ve 
skupinách transplantovaných myší WT byla expanze významně 
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častější po aplikaci nediferencovaných buněk v poměru k NPG (p= 
0,0017).  

 
Tab. 5 – Přežívání transplantovaných stadií EC P19 buněk v různých 

skupinách myší 

Přežívání 
transplantátu 

Celkový počet 
myší (n) ano ne ano (%) ne  (%) 

WT - 
neuroprogenitory 

26 14 12 53,8 46,2 

WT - P19 25 8 17 32,0 68,0 

Lc - 
neuroprogenitory  

25 4 21 16,0 84,0 

Lc - P19 25 4 21 16,0 84,0 

 
Tab. 6 – Morfologická charakteristika a lokalizace transplantátů  
ve skupině myší typu WT po aplikaci NPG a nediferencovaných  

EC buněk  
WT  NPG P19 

Expanze ano 28,6 100,0 

 (%) ne 71,4 0,0 

Destrukce ano 42,9 0,0 

 (%) ne 57,1 100,0 

Lokalizace mozeček 78,6 87,5 

 (%) mesencefalon 14,3 0,0 

  jiná 7,1 12,5 
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Tab. 7 – Morfologická charakteristika a lokalizace transplantátů 
ve skupině myší typu Lc po aplikaci NPG a nediferencovaných EC buněk 
Lc NPG P19 

Expanze ano 50 100 

(%) ne 50 0 

Destrukce ano 25 0 

(%) ne 75 100 

Lokalizace mozeček 0 0 

(%) mesencefalon 50 75 

 jiná 50 25 

 
Destrukce v transplantátu se vyskytovala po transplantaci NPG bez 
ohledu na typ myši jako příjemce (tab. 6 a 7). Nikdy se však 
nevyskytla po transplantaci nediferencovaných buněk P19.  

Lokalizace transplantátu  

Po aplikaci NPG i nediferencovaných buněk do mozečků myší byly 
GFP pozitivní buňky nalezeny ve středu mozečku u většiny myší 
typu WT (tab. 6, 7). U mutantů Lc byl transplantát lokalizován vždy 
mimo mozeček (mezencefalon, hranice mezencefala a mozkového 
kmene). Pokud byl transplantát v kontaktu s mozečkem myši Lc, tak 
do něj nikdy nevrůstal. Jeho ohraničení vzhledem k mozečku bylo 
zřetelné, ale směrem k mezencefalu naopak nevýrazné. Lokalizace 
obou stadií transplantovaných buněk v mezencefalu myší typu Lc 
byla natolik odlišná oproti lokalizaci transplantátu v mozečku myší 
typu WT, že hodnoty Fisherova testu výrazně přesahují hladinu 
významnosti (p< 0,05 - NPG: Lc vs WT je p=0,0049; P19: Lc vs WT 
je p=0,0101).  

Funkčnost transplantátu 

Funkčnost transplantovaných buněk byla ověřena fluorescenční 
imunohistologií, kdy byly nalezeny GFP buňky, které byly zároveň 
obarveny na MAP-2  (neurony), GFAP (astrocyty) a kalbindin 
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(Purkyňovy buňky). V transplantátech byly takto identifikovány 
všechny jmenované buněčné typy, které byly nejen pozitivní na 
jmenované markery, ale odpovídající byla i jejich morfologie. 

7.3 Studium mutací v genu pro LIF a jejich vztahu k  
plodnosti žen  

Ve skupině plodných žen nebyla nalezena žádná mutace v genu pro 
LIF. Ve skupině 151 infertilních žen bylo zjištěno 15 žen, které měly 
transici G za A na pozici 3400 genu pro LIF, která vede při translaci 
k záměně valinu za methionin v kodónu 64 (V64M), jež je součástí 
AB kličky LIF proteinu, klíčové oblasti pro interakci s LIFR. Tato 
mutace by mohla vést ke snížení plodnosti žen [Giess et al., 1999]. 
Těchto 15 žen jsme rozdělili dle výskytu imunopatologií na skupiny A 
a B. Ve skupině A byly 4 s idiopatickou infertilitou a 3 
s endometriózou (n=7), ve skupině B byly 3 pacientky se syndromem 
polycystických ovárií  (PCOS), 3 s andrologickým faktorem, 1 s 
tubárním faktorem a 1 s hyperprolaktinémií (n=8). U infertilních žen 
(n=136) bez mutace byla jejich infertilita způsobena u 10 z nich 
endometriózou, u 27 idiopatickou infertilitou (C, n=37),  41 pacientek 
mělo andrologický, 28 tubární faktor a 30 PCOS (D, n=99). 

 
7 z 15 pozitivních žen otěhotnělo po IVF léčbě, z toho 5 hned při 
prvním IVF cyklu (viz. tab. 8), z čehož plyne hodnota PR v celé 
skupině 47%. Z těchto 7 vyléčených pacientek nebyla ani u 1  
diagnostikována idiopatická neplodnost a pouze u 1 pacienky byla  
potvrzena endometrióza. Ostatní vyléčené pacientky trpěly PCOS, 
andrologickým a tubárním faktorem. Mezi skupinami A a B je 
statisticky signifikantní rozdíl v PR IVF (P=1,1%).  

Porovnání úspěšnosti IVF léčby mezi ženami s diagnózou 
idiopatické neplodnosti a endometriózy s mutací a bez ní (pozitivní, 
n=7 a bez mutace, n=37) prokázalo u pozitivních žen nižší PR 
(14%), než ve skupině bez ní (49%), ale z důvodu malých počtů 
pacientek ve skupinách je tento rozdíl nesignifikantní (P=11%). 
Rozdíly PR mezi jednotlivými počty diagnostikovaných pacientek 
jsou statisticky nevýznamné v rámci skupiny neplodných žen bez 
mutace.  
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Tab. 8 - Infertilní ženy s mutací v genu pro LIF 

Věk Příčina neplodnosti Typ  infertility 
Výsledek 1. 
cyklu IVF léčby 

Skupina A, PR=14% 
30 Idiopatická inf. Primární Neotěhotněla 
39 Idiopatická inf. Primární Neotěhotněla 
40 Idiopatická inf. Sekundární Neotěhotněla 
34 Idiopatická inf. Primární Neotěhotněla 
39 Endometrióza Primární Neotěhotněla 
33 Endometrióza Primární Neotěhotněla 
33 Endometrióza Sekundární Otěhotněla 
Skupina B, PR=75% 
27 PCOS Primární Neotěhotněla 
28 PCOS Primární Otěhotněla 
28 PCOS  Sekundární Otěhotněla 
31 Androlog. faktor Primární Otěhotněla 
31 Androlog. faktor Primární Otěhotněla 
24 Androlog. faktor Primární Otěhotněla 
31 Tubární faktor Primární Neotěhotněla 
33 Hyperprolaktinémie Sekundární Otěhotněla 

 

8 Diskuze 

8.1 Charakterizace myších ES bun ěk 

8.1.1 Charakterizace EC P19 bun ěk 
 
Pro charakterizaci EC P19 buněk v nediferencovaném stavu a ve 
stadiích diferenciace (D3, D10) pomocí RA v bezsérovém médiu byly 
vybrány 3 různé molekulárně-biologické metody: RT-qPCR, 
imunocytochemie a WB, které používají i jiní autoři [Pacherník et al., 
2007]. Těmito metodami byly stanoveny základní markery 
pluripotence (proteiny Oct-3/4, antigen LeX) a u NPG a především u 
neuronálních buněk byla zaznamenána exprese genů - PAX-6, 
MASH-1 a přítomnost proteinů MAP-2, N-CAM a β-III tubulinu jako 
neurálních markerů. 
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Hladina exprese genu Brachyury byla nejvyšší v D0 a pak klesala 
(D3, D10), což odpovídá výskytu tohoto transkripčního faktoru pro 
diferenciaci ES buněk mesodermálním směrem [Pan a Thomson, 
2007]. Jeho exprese klesá po indukci diferenciace buněk. Naopak 
rostla hladina exprese genů PAX-6 a MASH-1, jako 
neurodiferenciačních markerů [např. Bauwens et al., 2008; Yang et 
al., 2008]. Také výskyt proteinu MAP-2 je dobrým znakem výsledné 
neurodiferenciace buněk (D10). Hladina exprese genu GATA-4 
rostla po indukci diferenciace buněk a byla nejvyšší 3. den (D3), pak 
klesala, protože jde o transkripční faktor, který je marker diferenciace 
buněk entodermálního charakteru [Soudais et al., 1995; Xie et al., 
2010] a také diferenciace v kardiomyocyty [Pikkarainen et al., 2004]. 
Podobně exprese AFP vzrostla po indukci neurodiferenciace, 
protože indukce diferenciace pomocí RA má tento efekt [Taube et 
al., 2010]. Pomocí WB byla ověřena neurodiferenciace EC buněk 10. 
den (D10), kdy byly přítomny důležité neurální markery N-CAM a β-
III tubulin [Pacherník et al., 2007].  

8.1.2 Charakterizace ES D3 bun ěk 
 
Naše myší kmenové buňky linie D3 byly v nediferencovaném stavu 
oválné až kulovité a bez výběžků. Jejich charakteristická schopnost 
pluripotence byla potvrzena imunocytochemicky přítomností 
charakteristických markerů Oct-3/4 a LeX antigenu [Lovell-Badge, 
2007; Muramatsu et al., 2008].  

Následně jsme vyzkoušeli jejich diferenciaci v neuronální buňky a to 
indukcí RA a přes stadium EBs v médiu bez LIF [např. Bain et al., 
1995; Pacherník et al., 2002a]. Nerodiferenciace ES buněk byla 
potvrzena morfologicky, dle výběžků a imunocytochemicky 
přítomností markerů MAP-2 a β-III tubulinu a nakonec WB, kdy byly 
vzorky pozitivní na N-CAM, další neuronální marker.  

8.2 Transplantace EC P19 bun ěk do moze čku myší 

Je všeobecně známo, že schopnost regenerace CNS je ve srovnání 
s ostatními tkáněmi velmi omezená [Gould a Gross, 2002; Dyer, 
2003]. ES buňky jsou jedním ze slibných zdrojů diferencovaných 
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neuronálních buněk, které mohou být užity k léčbě 
neurodegenerativních chorob [Ronaghi et al., 2010].  

EC kmenové buňky linie P19 se dají ireverzibilně diferencovat do 
stadia NPG a následně neuronů [Pacherník et al., 2005]. Tato a další 
linie EC kmenových buněk se úspěšně používaly k transplantacím 
do CNS laboratorních zvířat bez postižení [např. Wojcik et al., 1993; 
Staines et al., 1996], do modelových laboratorních zvířat 
s neurodegenerací [např. Baker et al., 2000; Garbuzova-Davis et al., 
2002] a též do lidských pacientů s CMP [např. Meltzer et al., 2001; 
Hara et al., 2007]. 

Naše studie je první, která sleduje osud myších EC P19 GFP buněk 
transplantovaných do postiženého mozečku myší Lc a hodnotí 
přežívání, morfologii a lokalizaci těchto transplantátů.  

 
Přežití transplantovaných bun ěk 

Naše studie potvrdila, že NPG přežívají srovnatelně 
s nediferencovanými EC buňkami v obou typech myší. Na druhou 
stranu, přežívání NPG i nediferencovaných buněk je významně 
menší u myší typu Lc než u myší WT. Přestože přežívání NPG u 
myší typu WT není statisticky významně vyšší než u 
nediferencovaných EC buněk, jsou tyto výsledky v rozporu s daty 
získanými v podobných studií, kde transplantované NPG přežívají 
méně než nediferencované ES buňky [Hildebrand et al., 2005; 
Gulino et al., 2010].  

Morfologie transplantátu 

Destrukce byla zjištěna pouze v transplantátech pocházejících 
z NPG bez ohledu na typ transplantovaných myší. U transplantátů z 
nediferencovaných buněk se destrukce vůbec nevyskytla. 
Předpokládáme, že destrukce transplantátu mohou souviset se 
stupněm diferenciace transplantovaných buněk a s výskytem 
apoptózy. Dalším zajímavým poznatkem je souvislost přítomnosti 
destrukce u transplantátů z NPG s nižším výskytem expanze v tomto 
typu transplantátu. Expanze jsou přítomny ve všech případech 
transplantovaných nediferencovaných buněk a méně u 
transplantovaných NPG. Předpokládáme, že důležitá může být 
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přítomnost neurogeninu (proneurální transkripční faktor), který hraje 
hlavní roli v neuronální diferenciaci v mnoha oblastech CNS a u P19 
buněk je velice nestabilní [Vosper et al., 2007].  

Námi transplantované elementy nemigrovay a nešířily se v rámci 
mozečku, což je v rozporu s dřívějšími experimenty s 
transplantovanými granulárními a Purkyňovými buňkami [Kawamura 
et al., 1988]. U vybraných myší, kterým byly transplantovány NPG, 
byla provedena též imunohistologická analýza toho, do jakých 
buněčných typů se transplantované buňky, v hostitelské tkáni 
mozečku, diferencovaly. Ta odhalila jejich diferenciaci v neurony 
(MAP-2), astrocyty (GFAP) a dokonce i Purkyňovy buňky (kalbindin).  

Z naší i dalších studií plyne [Houdek et al., 2011; Garbuzova-Davis 
et al., 2002], že použití EC buněk pro transplantaci může být 
přínosné, avšak až po jejich diferenciaci, aby netvořily karcinomy.  
 
Pokud hodnotíme pouze přežívání transplantovaných buněk do 
mozečku Lc, tak výsledky této práce lze srovnat např. s výsledky 
transplantací embryonální mozečkové tkáně stejným myším 
[Cendelín, 2008]. Přežívání transplantátu se v jeho práci zvyšovalo v 
souvislosti s aplikací embryonálních buněk mozečku dospělým 
myším typu Lc, což je rozdílné od našich nálezů, kde bylo přežívání 
výrazně nižší. 

Při porovnání lokalizace, se transplantát v naší práci vyskytoval u 
myší typu WT převážně v mozečku a u myší typu Lc vždy mimo něj. 
Ve studii věnované transplantacím embryonální mozečkové tkáně do 
cerebela myší, byl transplantát také nalezen na různých místech 
[Cendelín, 2008]. Většinou to bylo na povrchu nebo v přímo v 
mozečku. Vzácně se transplantát vyskytl na ventrálním nebo 
laterálním povrchu pontu nebo dorzálně od mozečku jak u myší typu 
WT, tak Lc.  

Pro transplantace byla v minulosti využívána i lidská linie EC buněk 
NTera 2/Dl (NT2), kterou lze s pomocí dlouhodobé kultivace s RA 
také diferencovat do neuronálního fenotypu z 95% [Pleasure et al., 
1992]. Tyto diferencované buňky byly nejprve transplantovány do 
modelových myší [např. Trojanowski et al., 1997; Garbuzova-Davis 
et al., 2002], potkanů [např. Willing et al., 1999; Hara et al., 2007] a 
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nakonec i lidským pacientům postižených CMP [Kondziolka et al., 
2005].  

Morfologie transplantátů z NPG jak v naší, tak ve výše uvedených 
studiích, vykazuje méně podobné výsledky, protože transplantované 
P19 buňky nemají velkou kapacitu se šířit do vzdálenějších oblastí 
mozečku. Transplantované NT2N buňky přežívají ve zvířecím 
modelu CMP sice v podobné míře, ale velice dobře se integrují do 
hostitelského CNS [např. Bliss et al., 2006]. Nevytvářejí žádné 
tumory v imunosuprimovaném poškozeném mozku potkanů, naopak 
zlepšují jeho funkčnost [např. Mallory et al., 1999]. Ve většině 
uvedených prací s NT2N buňkami byla zjištěna různá zlepšení 
transplantovaných zvířat v behaviorálních a/nebo kognitivních 
testech [Hara et al., 2008]. Stejně i my jsme zařadili obdobné 
testování do plánu budoucích experimentů.  

Při porovnání výsledků naší transplantační studie, pokud jde o 
lokalizaci transplantátu EC P19 buněk u myší typu Lc s již výše 
zmiňovanými transplantacemi NT2N buněk do zvířecích modelů 
lidských onemocnění, bylo zjištěno, že se v podstatě neliší. Hara aj. 
uvádí, že pokud se jedná o transplantace nediferencovaných NT2 
buněk nebo diferencovaných NT2N buněk do zdravého mozku, pak 
je vliv mikroprostředí na lokalizaci transplantovaných buněk 
minimální [Hara et al., 2008]. Naopak, poškozený mozek s 
patologickým mikroprostředím (zvířecí model CMP) může upozornit 
na nevhodné podmínky cíleného místa a pozměnit tím místo úchytu 
transplantátu [např. Nishino a Borlongan, 2000].  

8.1 Studium mutací v genu pro LIF a jejich vztahu k  
plodnosti žen  

 
Výsledky dřívějších studií prokázaly, že frekvence mutací v genu pro 
LIF je ve skupině neplodných žen signifikantně vyšší, ve srovnání 
se zkoumanou populací plodných žen [Giess et al., 1999; Carp, 
2004]. Jak plyne i z naší studie, bodová záměna G za A na pozici 
3400 genu pro LIF neznamená, že žena nebude moci být úspěšně 
léčena pomocí IVF.  

7 z 15 infertilních žen, nesoucích tuto mutaci byly diagnostikovány 
jako pacientky s idiopatickou neplodností nebo endometriózou. 
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Domníváme se, že to by mohl být důvod, proč pouze 1 z těchto žen 
po prvním IVF cyklu otěhotněla. Naopak ženy s mutací s PCOS, 
andrologickým faktorem a hyperprolaktinémií neotěhotněly při 
prvním embryotransferu pouze 2. Zdá se, že na ženy s idiopatickou 
neplodností a endometriózou mají vliv další imunopatologie (např. 
přítomnost embryotoxických cytokinů) a jejich interakce s mutacemi 
v genu pro LIF [např. Ulčová-Gallová et al., 1996; Kučera et al., 
2004]. 

Náš soubor 15 neplodných žen s identickou mutací v genu pro LIF je 
největší, jaký byl v literatuře popsán. K přesnějším statistickým 
analýzám, je však zapotřebí mít vzorek těchto žen ještě početnější.  

9 Závěry 

9.1 Kultivace, neurodiferenciace a následná 
charakterizace myších ES bun ěk 

Myší ES buňky, jmenovitě linie EC P19 a ES D3, byly úspěšně 
kultivovány in vitro. Pluripotence takto kultivovaných buněk byla 
potvrzena molekulárně-biologickými metodami, jejichž výsledky 
prokázaly přítomnost specifických markerů: proteiny Oct-3/4 a 
antigen LeX. Následně byla optimalizována jejich  neurodiferenciace, 
která byla indukována RA. Neuronální charakter diferencovaných 
buněk byl opět ověřen rostoucí expresí genů PAX-6, MASH-1 a 
proteinů NCAM, β-III tubulinu a MAP-2, které náleží mezi neuronální 
markery. Naopak během neurodiferciace poklesla exprese genů 
Brachyury a GATA-4, jež jsou markery mesodermálního a 
entodermálního vývoje buněk. Tyto znaky byly doloženy 
neuronálním fenotypem diferencovaných buněk.  

9.2 Transplantace EC P19 bun ěk do moze čku myší 

Tato transplantační studie je první, která sleduje osud myších EC 
P19 GFP buněk transplantovaných do zdravého (WT) a postiženého 
mozečku myší (Lc) a hodnotí jejich přežívání, morfologii, lokalizaci a 
funkčnost. K transplantaci byly použity jak GFP P19 buňky, tak od 
nich odvozené NPG. V rámci jednoho typu myší bylo přežívání obou 
typů transplantátu srovnatelné. Přežívání NPG i nediferencovaných 
EC buněk je nižší u myší typu Lc než u myší bez neurodegenerací, 
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ale statistické významnosti dosahuje pouze po aplikaci NPG. 
Transplantát vykazuje známky destrukce i expanze vůči hostitelské 
tkáni. Destrukce byly zjištěny pouze v transplantátech pocházejících 
z NPG bez ohledu na typ transplantovaných myší. Předpokládáme, 
že tyto destrukce mohou souviset se stupněm diferenciace 
transplantovaných buněk a s výskytem apoptózy. Expanze 
transplantátu je přítomna ve všech případech aplikace 
nediferencovaných buněk a méně u NPG. Transplantované P19 
buňky neměly tendenci migrovat a šířit se v rámci mozečku. 
Funkčnost transplantovaných buněk byla ověřena u vybraných myší 
s transplantovanými NPG imunohistochemicky. Tato analýza 
prokázala přítomnost GFP transplantovaných buněk v hostitelské 
tkáni mozečku, které byly zároveň pozitivní na neuronální markery 
MAP-2 (neurony), GFAP (astrocyty) a kalbindin (Purkyňovy buňky). 
Z hlediska lokalizace transplantovaných buněk u myší typu WT se 
vyskytoval transplantát převážně v mozečku, naopak a u myší typu 
Lc vždy mimo něj, nejčastěji v mezencefalu. Z toho vyplývá, že 
mozeček mutantů Lc se zdá být méně příznivým prostředím pro 
transplantované P19 buňky než zdravý mozeček.  

9.3 Závěry pro praxi ve studii mutací v genu pro 
LIF a jejich vztahu k plodnosti žen  

Naše studie vlivu mutace v genu pro LIF na neplodnost žen ústí 
v otázku týkající se možné suplementace kultivačních a 
transferových médií tímto a jinými cytokiny při IVF léčbě pacientek.  
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