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1 Seznam pouZitych zkratek

AFP o-fetoprotein

BMP kostni morfogenni protein

CMP cevni mozkova pfihoda

CNS centralni nervovy systém

D0-D15 1.-15. den kultivace nebo diferenciace bunék
DAPI 4, 6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid
DMEM zakladni kultivaéni médium

DMEM/F12 bezsérové diferenciacni médium

EBs embryoidni téliska

EC embryonalni karcinomové bunky

EG primordiélni zarode¢né bunky

EpiSCs kmenové buriky epiblastu

ES embryonalni kmenové bunky

FBS fetaIni bovinni sérum

FITC fluoresceinizothiokyanat

GATA transkripéni faktor

GFAP glidini fibrilarni kysely protein

GFP zelené fluoreskujici protein

hES lidské embryonalni kmenové buriky
HPRT housekeeping gen

HSCs hematopoetické kmenové bunky

ICM bufky embryoblastu

IHC alICC imunohistochemie a imunocytochemie

IL interleukin

IVF in vitro fertilizace

Lc Lurcher

LeX karbohydratovy povrchovy epitop Lewis-X
LIF leukemicky inhibi¢ni faktor

MAP-2 protein nachazejici se v téle a dendritech neuront
MASH-1 gen exprimovany v diferencujicich neuronech
Nanog transkripéni faktor

N-CAM protein na povrchu neuronu

NPG neuroprogenitory

Oct-3/4 transkripéni faktor

PAX-6 gen pro transkripéni faktor

PBS fyziologicky roztok

PCOS syndrom polycystickych ovarii

PD Parkinsonova choroba

r.t. pokojova teplota



RA
RT-gPCR

SSEA
wB
WT

kyselina retinova

reverzni transkripce - kvantitativni real-time
polymerazova fetézova reakce

povrchové karbohydratové epitopy
western blot

wild type



2 Abstrakt

Embryondlni bunky uvnitf blastocysty, které se dale déli a
diferencuji v buriky vSech tkani organismu se nazyvaji embryonalni
kmenové (ES) bunky. Vyuziti lidskych ES bunék formou
transplantaci je jednou z moznych cest regenerativni mediciny.

Predlozend prace zahrnuje studium 2 rlznych linii mySich
pluripotentnich bunék - embryonélnich karcinomovych bunék (EC)
P19 a ES bunék linie D3. Bunky jsme kultivovali v zakladnim
kultivaGnim médiu s fetalnim bovinnim sérem (FBS) a navic u ES
bunék s leukemickym inhibi¢nim faktorem (LIF). Tyto slozky zajistuji
jejich pluripotenci a  sebeobnovu. Néasledovala  jejich
neurodiferenciace zménou kultivatniho média, bez FBS a u ES
bunék i bez LIF. Naopak do média byla pfidavana k indukci
neurodiferenciace retinova kyselina (RA) a u ES bunék byla navic
zafazena kultivace embryoidnich télisek (EBs). Pluripotence a
neurodiferenciace bunék byla ovéfena molekularné-biologickymi
metodami, kterymi byly zjiStény u obou linii nediferencovanych
bunék markery pluripotence a po jejich neurodiferenciaci pfitomnost
neuronalnich markeru.

Nasledovaly transplantace, pfi nichz byly mysi EC P19 burky
trvale transfekované genem pro zelené fluoreskujici protein (GFP)
aplikovany do zdravého mozecku mysi typu wild (WT) a postizeného
mozecku mysi typu Lurcher (Lc). Byly pouzity nediferencované
bunky (P19) a od nich odvozené neuroprogenitory (NPG) a
hodnoceno bylo pfezivani, morfologie a lokalizace transplantatu.

Prezivani obou typd GFP pozitivnich transplantatd bylo
srovnatelné a nezavislé na typu mysi. Pfezivani NPG i P19 bunék
bylo vyznamné niz8i u mySi Lc nez u mySi WT. Destrukce uvnitf
transplantatu byly zjiStény pouze v transplantatech s NPG, expanze
byla pfitomna vzdy po aplikaci P19 bunék a méné u NPG.
Transplantované bunky nemigrovaly a neSifily se v ramci mozecku.
Fenotyp GFP pozitivnich transplantovanych bunék byl prokazan
imunohistochemicky pfitomnosti neuronalnich marker. Z hlediska
lokalizace se transplantat vyskytoval u mysi WT prevazné
v mozecku, ale u mysi Lc vzdy mimo mozecek s neurodegeneraci.

LIF jsme se dale vénovali v SirSim kontextu — vyznam tohoto
cytokinu v éasné embryogenezi a tim padem i v plodnosti je Siroce
zkouman i u lidi a nejen na bunéénych liniich. Zkoumali jsme tedy i
vyznam LIF na plodnost a vénovali jsme se pfimé korelaci mutaci
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v genu pro LIF s plodnosti Zzen. VySetfovali jsme mutace v genu pro
LIF jak v populaci infertilnich zen, tak v kontrolni populaci zdravych
plodnych Zen. U 15 neplodnych Zen byla nalezena identicka mutace
vexonu 3 na pozici 3400 genu pro LIF, kterd vede pfi translaci
k zaméné valinu za methionin v kodénu 64 (V64M), jez je soucasti
AB klicky LIF proteinu, kliCové oblasti v interakci s receptorem pro
LIF. Nasledné byl zkouman vliv této mutace na UspéSnost léChy
neplodnosti téchto Zen ve srovnani se skupinou neplodnych zen 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 Uvod
4.1 Embryonalni bu rky a jejich typy

Prvni embryonalni bunky vzniklé z oplozeného vajicka se nazyvaji
blastomery a maji schopnost vytvaret a diferencovat se v dcefiné
bunky vSech 3 zarodecnych listu (ektoderm, mesoderm a entoderm)
a také v buriky extraembryonalnich tkani. Tyto bunky jsou stejné jako
zygota totipotentni. Pak nasleduje stadium moruly a déle u savct
blastocysty, jez obsahuje embryoblast, ze kterého jsou odvozeny
embryondlni  kmenové burky (ES-embryonic stem cells).
Embryonalni kmenové bunky jsou pluripotentni. Mezi embryonalni
buriky s vysokou schopnosti diferenciace nalezi téz primordialni
zarodec¢né bunky (EG-embryonic germ c.) a nakonec embryondlni
nadorové burky (EC-embryonic carcinoma c.). Pluripotentni bunky
Ize in vitro za ur€itych laboratornich podminek nejen diferencovat
v bunky ektodermu, mesodermu a entodermu, ale také nekonec¢né
mnozit [Filip et al.,, 2006]. U mysi byly odvozeny kmenové bunky
epiblastu (epiblast stem cells-EpiSCs) [Brons et al., 2007; Tesar et
al., 2007].

Kazda tkan dospélého organismu obsahuje malou subpopulaci
bunék, které jsou schopné sebeobnovy a neomezené proliferace,
tzv. multipotentni adultni kmenové burnky. V Ié¢bé jsou nejvice
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pouzivany lidské hematopoetické kmenové burnky (HSCs), které jsou
ziskavany z kostni dfené [Filip et al., 2006].

4.2 Charakterizace kmenovych bun ék

ES bunky jako pluripotentni bufky neni mozné vyuZivat bez jejich
detailni in vitro charakterizace. Ta se provadi u jednotlivych linii ES
bunék napf. z dadvodu zvySeni bezpeénosti bunééné terapie pred
jejich transplantaci [Gersh et al., 2009]. Jsou studovany jejich
vedlejSi UCinky a dalSi problémy spojené s prezivanim a funkénosti
transplantatu (napf. nizké prezivani & naopak neomezena
proliferace a vznik tumord). Mezi nékteré molekularni znaky, které
charakterizuji pluripotentni embryondlni burky lidi a mysi nalezi
napr.:

SSEA-1 (stage-specific embryonic antigen) - povrchovy antigen
(glykosfingolipid) blastomer, vznikajicich pfi ryhovani embryoblastu
(ICM-inner cell mass) a trofektodermu pozdni blastuly nebo moruly
mySi. Charakteristicky povrchovy karbohydrat ES a EC bunék, jenz
je u mysi zastoupen epitopem Lewis X [Muramatsu et al., 2008].

Oct-3/4 - transkripéni faktor rodiny POU, ktery je exprimovan
v totipotentnich a pluripotentnich bunkach, kam nalezi i EC a ES
bunky [Gardner et al., 2006].

4.3 Leukemicky inhibi éni faktor (LIF) a jeho funkce

LIF je vysoce glykosylovany protein (38-67 kDa), ktery byl jako jeden
z prvnich pouzivan pro kultivaci ES bunék. Néalezi mezi cytokiny
rodiny interleukinu 6 (IL-6). Cytokiny této rodiny se v dospélém
organismu uplatfuji v krvetvorném, nervovém, kardiovaskularnim a
endokrinnim systému a také pfi zménach kostni a tukové tkané
[Kotasova, 2009].

LIF mé velice dulezitou ulohu i v embryo-endometrialni komunikaci
savcll [napf. Herrler et al., 2003; Stewart et al., 1992]. Pfedpokladalo
se, Ze vysokd hladina exprese LIF by mohla byt indikatorem
pfipraveného endometria u fertilni zZeny. AvSak béhem studii byly
zjistény velice rozdilné vysledky tykajici se hladin exprese LIF v
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endometriu pacientek. Dokonce ani po vylouceni dalSich pfFic¢in
infertility (ovarialni, tubarni a andrologicky faktor a endometriéza),
neni samotné zjiSténi hladiny LIF dostacujici pro stanoveni
potencialu implantace embrya u Zen s idiopatickou infertilitou. To je
v kontrastu s klicovou roli LIF v endometriu mysi [Aghajanova,
2010].

4.4 LIF ajehovlivnaES a EC bu nky

ES buriky maji schopnost sebeobnovy, ktera je charakteristicka pro
vSechny typy kmenovych bunék. U mySich ES bunék je tato
vlastnost zavisla na signalech cytokini LIF nebo BMP4 (kostni
morfogenni protein 4). Navic na této vnéjSi regulaci genové exprese
se podili jeSté pfitomnost wvnitfnich transkripénich faktor(
nediferencovaného stavu, jako jsou Oct-3/4 a Nanog [Chambers a
Smith, 2004].

Lidské ES buriky tedy, stejné jako mysi, exprimuji Oct-3/4 a Nanog,
ale podminky ve sméru sebeobnovy lidskych ES bunék za
pfitomnosti Nanog nejsou jeSté zcela jasné. Lidské ES bunky maji,
navic schopnost sebeobnovy i bez vnéjSiho pfidavani LIF [Thomson
et al., 1998; Reubinoff et al., 2000].

4.5 Diferenciace embryonalnich kmenovych bun  ék
in vitro

Podil diferencovanych ES bunék v laboratornich podminkach je
vétSinou mnohem mensi, nez in vivo. Nezastupitelnou roli pfi tomto
procesu zaujima metoda embryoidnich télisek (EBs — embryoid
bodies), pfi které dochazi k odstranéni LIF a ES bunky se kultivuji ve
visici kapce [napf. Wiles, 1993; Dang et al., 2004]. Vysledkem tohoto
procesu mize byt jednak chaotickd struktura nebo muze dochazet k
diferenciaci ES bunék v bunky svalové, keratinocyty, melanocyty,
neurony, gliové, epitelové, hematopoetické buriky, buriky secernujici
inzulin a mohou vytvofit i Zloutkovy véacek. Pfi této spontanni
diferenciaci je efektivita jeji indukce velice odlisna, a tak byly
vypracovany postupy, jak ji zefektivnit. Jednim z nich je pfidavani
riznych cytokin(, prodiferencia¢nich induktora a rastovych faktora.
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U EC bunék indukuje neuralni diferenciaci napf. bezsérové prostredi
a umocnuje plsobeni prodiferenciacniho induktoru RA [napf. Jones-
Villeneuve et al., 1983; Pachernik et al., 2005], o niz je znamo, Ze in
vitro podporuje diferenciaci pluripotentnich bunék rdznymi sméry
[Phillips et al., 2004]. Také u ES bunék zplsobuje RA neurogenezi
[Bain et al., 1995; Fraichard et al., 1995].

4.6 Bun éc¢na terapie a neurotransplantace

V soucasné dobé jsou vkladany velké nadéje do Ié€ebnych postupt
zalozenych na transplantaci kmenovych bunék. Pro buné¢nou terapii
jsou vhodné nemoci, které jsou nasledkem destrukce ¢i dysfunkce
ur¢ittho omezeného poctu typt bunék. Mezi tyto nemoci patfi napfr.
Parkinsonova nemoc (PD), jejimz disledkem je destrukce
dopaminergnich neurond v oblasti substantia nigra stfedniho mozku
[Filip et al., 2006]. Pfinos transplantace kmenovych bunék pacientim
s Huntigtonovou choreou, s cévni mozkovou pfihodou (CMP) &i s
misSnim poranénim je v sou€asnosti ovéfovan v ramci mnoha studii
na laboratornich zvifatech nebo i formou klinickych studii [napf.
Zhang et al, 1996; Kim a de Vellis, 2009]. Transplantace
embryondlni tkdné je v klinické praxi pouzivana od 80. let 20. stoleti
k Iécbé PD [Bjorklund a Lindvall, 2000]. Mezi neurodegenerativni
choroby patfi i dédi¢né ataxie, které postihuji mozecek, jeho spoje a
pfipadné dalSi ¢asti nervového systému [Cendelin, 2008].

K objasnéni skutecnosti, ktery typ kmenovych bunék bude pro
neurotransplantace nejvodnéjsi, je tato bunécna terapie provadéna
sraznymi typy ES bunék na experimentdlnich modelech
laboratornich zvifat napf. s mozeckovou degeneraci [Kim a de Vellis,
2009].. K nejznaméjSim pfirozenym mutantim s degeneraci
moze¢ku patfi mySi typu Lc. Tyto mySi jsou modelem
olivocerebelarni degenerace, kdy heterozygoti nesou mutaci genu
pro 02 podjednotku glutamatového receptoru. Tato porucha vyvolava
apoptézu Purkynovych bunék, ktera nasledné vede k sekundarnimu
Ubytku granularnich bunék mozecku a neurond dolni olivy.
Dusledkem této degenerace jsou ataxie, poruchy prostorového uceni
a orientace [Cendelin, 2008].
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Jednou z moznosti je transplantace neuron nebo neuroprogenitort
diferencovanych z  kmenovych  bunék  pochazejicich z
teratokarcinomu [napf. Brinster, 1974; Hara et al., 2008].

Zralé neurony je mozno charakterizovat podle jedine¢né morfologie,
coz neni in vitro, ale ani in vivo vzdy dostacujici. Proto je tfeba
dokazovat pritomnost obecnych neuronalnich znakd
imunocytochemicky nebo imunohistochemicky [Filip et al., 2006]
napr.:

MAP-2 (microtubule-associated protein 2) - mRNA a protein jsou
lokalizovany v dendritech, ale ne vzdy v télech neurond, coz
dokazuje, ze nové syntetizovand RNA je transportovana do dendritl
diferencujicich neuronl, kde dochazi k proteosyntéze [Dehmelt a
Halpain, 2004].

Kalbindin  (calcium-binding protein) - protein exprimovany
Purkyfiovymi bunkami mozecku. Mulze zlepSovat pohybovou
koordinaci. Podili se na formovani synapsi mezi témito burikami
mozecku. Dale ho mohou exprimovat i dalSi neurony mozku [Barski
et al., 2003].
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5 Vychodiska a cile

5.1 Kaultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich ES bun ék

5.1.1 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysich EC P19 bun ék
Nediferencované EC P19 burky byly kultivovany v sérovém médiu,
pak byly diferencovany pomoci RA a média bez séra do stadia NPG
a neurond. VSechna stadia byla charakterizovana na pfitomnost
znakd pomoci imunocytochemie, RT-qPCR a WB.
5.1.2 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysSich ES D3 bun ék
Nediferencované mysi ES bunky linie D3 byly kultivovany v sérovém
médiu s LIF. Neurodiferenciace byla zapo€ata tvorbou EBs v médiu
bez LIF a pak byla indukovana RA v bezsérovém médiu a

dokoncéena v médiu bez RA. Obé stadia byla charakterizovana na
pritomnost marker(l imunocytochemicky a WB.

5.2 Transplantace nediferencovanych EC P19
bun ék a z nich odvozenych diferencovanych
neuralnich progenitor & (NPG) do CNS
modelovych laboratornich mysi s
neurodegenerativnim onemocn énim

EC P19 bunky byly trvale transfekovany genem pro GFP. Tyto
elementy byly transplantovany do mozec¢kd dospélych mysi typu Lc
kmene B6CBA a typu WT téhoz kmene. Bylo sledovano jejich
prezivani.

5.3 Studium mutaci v genu pro LIF a jejich vztahu k
plodnosti zen

Stanovili jsme vyskyt mutaci v genu pro LIF ve sledované populaci
neplodnych Zen a porovnali jej s kontrolni populaci plodnych Zen bez
mutace.
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6 Material a metody

6.1 Kaultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich ES bun ék

6.1.1 Kaultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysSich EC P19 bun ék

Kultivace nediferencovanych EC P19 bun  ék

Linie mySich bunék EC P19 byla ziskana z European Collection of
Cell Culture, Wiltshire, UK. Tyto burnky byly kultivovany v
nediferencovaném stavu v kultivatnim médiu (Dulbecco’s modified
Eagle’'s medium-DMEM) s FBS, penicilinem a streptomycinem
(GIBCO BRL, Chemos CZ, Prague, Czech Republic) [Pachernik et
al., 2005; Hong et al., 2008].

Neurodiferenciace EC P19 bun ék

Diferenciace EC P19 bunék v neuronalni bunky byla provedena v
bezsérovém médiu DMEM/F12 (1:1) s antibiotiky. Neurogeneze byla
indukovana RA v médiu po 2 dny (c= 5x107 M, Sigma, Prague,
Czech Republic) a pak bez RA [Pachernik et al., 2005; Houdek et
al., 2010].

Charakterizace nediferencovanych a
diferencovanych EC P19 bun ék

EC P19 burky byly charakterizovany RT-gPCR (reverzni transkripce
- kvantitativni  real-time  polymerdzova fetézovd reakce),
imunocytochemicky a WB nejprve v nediferencovaném stavu (DO0),
pak po 3 dnech diferenciace (D3 - stadium NPG) a nakonec po 10
dnech neurodiferenciace (D10).

RT-gPCR

Celkova RNA byla ze vzork(l ziskana uzitim izolaéniho kitu Fast RNA
Pro Green Kit (Q-BlOgene, Irvine, CA, USA). Reverzni transkripce
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(RT) byla provedena ze 3 ug celkové RNA reverzni transkriptdzou
Superscript 1l (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Sekvence
pouzitych primeri (GeneriBiotech, Hradec Kralové) jsou uvedeny
v tab. 1 [ESner et al., 2002; Hong et al., 2008].

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

Gen pro ao-fetoprotein (AFP) - znak diferenciace v burky
entodermalniho ptvodu pfi vyvoji EBs [Lafuste et al., 2002].

Gen GATA-4 - marker bunék raného entodermalniho pivodu a vyvoj
kardiomyocytt [Holtzinger et al., 2010].

Gen Brachyury - esencialni transkripéni faktor vyvoje bunék
mesodermalnim smérem [napf. Kispert a Hermann, 1993;
Pekkanen-Mattila et al., 2010].

Vysledky kvantifikace exprese vybranych genl jsou udany jako

relativni (vztazené k expresi HPRT genu) a byly ziskany za uziti 22!
pfistupu [Koike et al., 2007].
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Tab. 1 — Primery uzité pro analyzu exprimovanych genu

Gen Forward primer Reverse primer (Dbepl;<a
5'- 5'-

PAX-6 TGCCCTTCCATCTT |TCTGCCCGTTCAACA | 178
TGCTTG-3' TCCTTAG-3'
5'- 5'-

MASH-1 CTCGTCCTCTCCG |CGACAGGACGCCCG |303
GAACTGATG-3' CCTGAAAG-3'
5'- 5'-

Brachyury | GAGAGAGAGCGAG |GCTGTGACTGCCTA |230
CCTCCAAAC-3 CCAGAATG-3'
5'- 5'-

GATA-4 GAAAACGGAAGCC |TGCTGTGCCCATAGT | 186
CAAGAACC-3' GAGATGAC-3'
5'- 5'-

AFP ATGTATGCCCCAGC | GAGATAAGCCTTCA |466
CATTCTGTCC-3' GGTTTGACGC-3'
5'- 5'-

HPRT CTTGCTGGTGAAAA | CAAATCAAAAGTCTG | 350
GGACCTCTC-3 GGGACGC-3'

Imunocytochemie (ICC)

Nediferencované a diferencované EC P19 buriky byly kultivovany dle
prislusnych vySe uvedenych protokold na specialnich krycich
sklickach. Byly oplachnuty fyziologickym roztokem (PBS) a fixovany
paraformaldehydem (t=4<C). Poté byly permeabilizova ny roztokem
PBS s detergenty. Pak byl aplikovan blokovaci roztok a byly zna¢eny
primarnimi protilatkami (viz tab. 2, t= 4C). Potom byly proplachnuty
roztokem Tweenu 20 v PBS. Dale byly pfeznaCeny pfi r.t.
pFislusnymi sekundarnimi protilatkami dle tab. 2 v roztoku PBS s
FBS a S Tweenem 20. Nakonec byly oznacené zality montovacim
médiem s DAPI (MILIPORE) a pozorovany fluorescenénim
mikroskopem Olympus BX 41. U nediferencovanych EC bunék byl
stanoven povrchovy marker LeX antigen (protilatka FORSE-1).

17




Tab. 2 — Protilatky a jejich Fedéni pouzité pfi imunocytochemii

EC aES bunky | -rmarni Redeni | Sekundami | o e
protilatky protilatky
Hybridoma
FORSE-1
(Development anti-mouse
al Studies . IgG+IgM .
Hybridoma 11 (FITC, 1:750
Bank, Invitrogen)
Nediferencované University of
lowa)
Oct-3/4 (Santa anti-mouse
Cruz . IgG Alexa .
Biotechnology, 1:200 Fluor 568 1:200
Inc.) (Invitrogen)
anti-mouse
MAP-2 IgG
Diferencované (SIGMA- 1:500 |(FITC, 1:150
ALDRICH) SIGMA-
ALDRICH)

Western blot (WB)

Bunky byly promyty PBS a zlyzovany pufrem (Tris-HCI a glycerol) s
roztokem dodecyl sulfatu sodného (SDS). Koncentrace proteinu byla
uréovana pouzitim DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) a SDS-PAGE. Po
elektroforéze byly separované proteiny detekovany uzitim
primarnich a sekundarnich protilatek a vizualizovany dle navodu
ECL+Plus reagent (Amersham Pharmacia Biotech). Pouzité
protilatky: mysi monoklondlni protilatka proti N-CAM (neural-cell
adhesion molecule; C0678, SIGMA-ALDRICH), mySi monoklonalni
protilatka proti  B-lll tubulinu  (11-264-C100, ExBio), kralici
polyklonalni protilatka proti p27 (sc-528, Santa Cruz Biotech.), kralici
polyklonalni protilatka proti Oct-3/4 (sc-9081, Santa Cruz Biotech.) a
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krali¢i polyklonalni protilatka proti cdk4 (sc-260, Santa Cruz
Biotech.).

6.1.2 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysSich ES D3 bun ék

Kultivace nediferencovanych mES D3 bun  ék

Také linie mySich ES bunék D3 byla ziskana z European Collection
of Cell Culture, Wiltshire, UK. Tyto burky byly kultivovany na
mitomycinem C oSetfenych mySich embryonalnich fibroblastech v
DMEM obsahujicim FBS a LIF. Pak byly tyto bunky adaptovany na
kultivaci bez podparnych fibroblasta.

Neurodiferenciace mysSich mES D3 bun  ék

Neurodiferenciace @ ES bunék byla zapodata vytvofenim
embryoidnich télisek (EBs) na neadhesivnich miskach v DMEM
médiu bez LIF. EBs byla pfenesena na standardni kultivaéni misky.
Neurodiferenciace byla indukovdna na 1 misce vyménou média
DMEM/F12 a na 2 dny pfidanim RA (c= 5 x10'M) [Bain et al., 1995;
Okabe et al.,, 1996; Pachernik et al., 2002a], zatimco do 2. ne.
Potom byly vSechny ES D3 bunky diferencovany v bezsérovém
médiu 8 dni.

Charakterizace nediferencovanych a
diferencovanych ES D3 bun ék

ES D3 bunky byly charakterizovany imunocytochemicky v
nediferencovaném stavu (DO0), po 15 dnech diferenciace (D15).
Western blot byl provadén u obou diferencia¢nich pokusua 7., 11., 13.
a nakonec 15. den diferenciace (D15).

Imunocytochemie (ICC)

Nediferencované a diferencované mES D3 burky byly kultivovany
dle uvedenych protokold. Potom byly oplachnuty PBS a fixovany v
paraformaldehydu (t=4<C). Po té byly permeabilizovany roztokem
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PBS s detergenty, pak byl aplikovan blokovaci roztok (t= 4<T).
Znaceni bunék primarnimi protilatkami probihalo v blokovacim
roztoku (tab. 2, navic B-lll tubulin, SIGMA-ALDRICH=1:500, t=4<C).
Nasledné byly bunky proplachnuty roztokem Tweenu 20 v PBS.
Potom byly pfeznaceny sekundarnimi protilatkami v roztoku PBS s
FBS a Tweenem 20 (tab. 2, navic anti-mouse IgG, FITC, SIGMA-
ALDRICH=1:150). Nenavazané sekundarni protilatky byly vymyty
roztokem Tweenu 20 vPBS. Oznacené buniky byly zality
montovacim médiem s DAPI (MILIPORE) a pozorovany
fluorescenénim mikroskopem Olympus BX 41.

Western blot (WB)

Analyzované bunky byly promyty PBS a zlyzovany pufrem (Tris-HCI,
glycerol) s roztokem SDS. Koncentrace proteinl byla urCovana
pouzitim DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) a analyzovany pomoci
SDS-PAGE. Po elektroforéze byly separované proteiny detekovany
uzitim primarnich a sekundarnich protilatek a vizualizovany dle
navodu ECL+Plus reagent (Amersham Pharmacia Biotech). Byly
pouzity protilatky: mySi monoklonalni protilatka proti N-CAM (neural-
cell adhesion molecule; C0678, Sigma), mySi monoklonalni protilatka
proti isotypu neuronalné-specifického B-11I tubulinu (11-264-C100,
ExBio) a krali¢i polyklonalni protilatka proti cdk4 (sc-260, Santa Cruz
Biotech).

6.2 Transplantace nediferencovanych EC P19
bun ék a z nich odvozenych NPG do CNS
modelovych laboratornich mysi s
neurodegenerativnim onemocn énim

6.2.1 Kultivace nediferencovanych a permanentni
transfekce EC P19 bun ék

Kultivace EC P19 bunék byla provadéna in vitro za vySe uvedenych
podminek. Permanentni transfekce bunék byla provedena uzitim
GFP plasmidu (Clontech Laboratories, Inc.) dle navodu CalPhos™
Mammalian Transfection Kit.
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6.2.2 Diferenciace NPG EC P19 bun ék

Trvale transfekované EC P19 bunky byly diferencovany uvedenou
kultivaci do stadia NPG. Nasledné byly NPG transplantovany do
mozecku mysi.

6.2.3 Pokusna zvi rata

Celkem 101 dospélych laboratornich mysi typu WT a Lc kmene
B6CBA bylo chovano za standardnich podminek konvenéniho
chovu. 25 mySim typu WT a 25 mySim typu Lc byly transplantovany
nediferencované EC P19 buriky. 26 mysi typu WT a 25 mysi Lc
dostalo NPG.

6.2.4 Transplantace

Transplantace byla provedena v celkové anestezii smési ketaminu a
xylazinu aplikovanou intraperitonealné (i.p.). V okcipitalni kosti ve
stfedni ¢afe mezi lambdou a Upony Sijovych svald mysi (bregma —
7,0 mm) byl vyvrtan otvor o prdméru do 2 mm. Mikrostfikackou
Hamilton byl do jejiho mozecku injikovan 1 pl suspenze (50 000
bunék v DMEM).

6.2.5 Histopatologické vyhodnoceni transplantaci

21 dnU po transplantaci byly pokusné mysi usmrceny hlubokou
anestezii (tiopental i.p.) a transkardidlné perfundovany PBS.
Postfixovany byly nékolik dnd v paraformaldehydu. Kryoprotekce
probihala v roztoku sachar6zy, pak byly mozecky krajeny na
kryostatu na 40 um silné frontalni fezy a vySetfeny a vyfotografovany
fluorescenénim mikroskopem. U GFP pozitivnich transplantatt byla
posuzovana lokalizace a zakladni morfologie. Kazdy 2. fez byl
obarven hematoxylin-eosinem a zbylé fezy byly obarveny dle Nissla.

6.2.6 Imunohistochemie (IHC)

15 laboratornim mySim WT byly obdobné transplantovany GFP
NPG. 2 mésice po transplantaci byly mySi usmrceny a jejich mozky
zpracovany obdobné na jednotlivé fezy. Vybrané GFP fezy byly
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obarveny fluorescenéni imunohistochemickou metodou, tak
abychom identifikovali transplantované buriky pozitivhi na MAP-2
(neurony), GFAP (astrocyty) a kalbindin (Purkyfovy buriky):

Na fezy byl aplikovan blokovaci roztok (kozi serum, Tween, FBS
v PBS, r.t.). Znaceni primarnimi protilatkami probihalo v PBS (anti-
GFAP-Cy3 produced in mouse, SIGMA-ALDRICH, fedéni 1:800;
anti-MAP-2, SIGMA-ALDRICH, fedéni 1:400; anti-calbindin, SIGMA-
ALDRICH, fedéni 1:1000 produced in rabbit). Potom byly fezy
proplachnuty roztokem PBS, pak byly pfeznaceny sekundarni
protilatkou v roztoku PBS (goat anti-rabbit 1gG, Alexa Fluor 568,
Invitrogen, fedéni 1:200). Nenavazana sekundarni protilatka byla
vymyta roztokem PBS za stejnych podminek. Obarvené fezy byly
zality montovacim médiem s DAPI (MILIPORE). Takto pfipravené
preparaty byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem Olympus
BX 41.

6.2.7 Statistické vyhodnoceni

V jednotlivych skupinach mysi bylo hodnoceno prezivani a vyskyt
typickych morfologickych charakteristik transplantatu (lokalizace,
expanse a destrukce). Statistickd vyznamnost rozdili mezi
skupinami mysi byla hodnocena Fisherovym testem. Za statisticky
vyznamné byly povazovany rozdily, pro které plati p<0,05.

VSechny pokusy byly provadény se souhlasem Odborné komise pro
praci s pokusnymi zvifaty LF UK v Plzni a v souladu s etickymi a
pravnimi normami CR.

6.3 Studium mutaci v genu pro LIF a jejich vztahu k
plodnosti zen

Bylo vySetfeno celkem 151 infertilnich a 205 plodnych Zen a na vyskyt
mutaci jsme pouzili elektroforézu probihajici v teplotnim gradientu
(TGGE) s naslednou sekvenaci vSech TGGE pozitivnich vzorka.
Soubor infertiinich Zen jsme rozdélili dle pfi€in sterility na 2 skupiny:
ovaridlni, tubarni a andrologicky faktor (n=107); idiopaticka infertilita a
endometridza (n=44).
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6.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR) a
vySet Fovani mutaci v genu pro LIF

Pro vySetfeni DNA jsme pouZzivali TGGE. Analyzovany byly kédujici
oblasti a exon-intronové spoje genu. Exon 3 byl rozdélen pro potfeby
TGGE na 3 ¢asti, tak jsme vySetfovali 5 PCR fragmentl. Za Uc¢elem
vytvoreni termostabilnich domén byly primery modifikovany pomoci
Poland java script pfidanim GC svorek (www.biophys.uni-
duesseldorf.de/POLAND/poland.html) viz tab. 3. PCR produkty byly
kontrolovany na agar6zovém gelu.

Tab. 3 — PouZité primery

Exon |[Jméno Sekvence 5'— 3'
E1F-GC CGCCCGCCGCGCCccceGeaeeeaaeeeaecea
El CCCCCGCCCGCTATGATGCACCTCAAACAA*
E1R GGGGCGGGTGTATTTA*
E2F GCCACCCTTTCCTGCCTTTCTAC**
E2 CGGGCGGGGGCGGCGGGCCGGGCGCGGGG
E2R-GC CGCGGCGGGCGTCCCTGCCATCTCCTGTCAGT
ATC**
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCeGGLeeeaeea
E3.1 E3.1F-GC SCCCCGCCCGACAATTCCAGATGCTTACAGGG
E3.1R- GC | GCGGG GCCAAGGTACACGACTATGC**
E3.2F CCCAACAACCTGGACAAGCTATG**
E3.2 E3.2R-GC CGCCCGCCGCGCCccceaGeaeeeaeeeeaecea
' CCCCCGCCCCCCGTAGGTCACGTCCACATG**
E3.3F-GC |CCCGC CCTCCTTAGCAACGTGCTGT*
E3.3 E3.3R-GC CGGGCGGGGGCGGCGGGCCGGGCGCGGGG
' CGCGGCGGGCGACATCTGGACCCAACTCCTG*

Vyhledavani mutaci bylo provadéno analyzou heteroduplext na TGGE
(Biometra,  Goettingen, Germany) za pouziti  paralelnich
akrylamidovych gelt (1 hod. 30 min.). Teplotni gradienty byly pro
kazdy fragment specifické. DNA byla detekovana metodou barveni
stfibrem.

VSechny pozitivni vzorky jsme nasledné sekvenovali na sekvenatoru
ABI Prism 310 (PE/Applied Biosystems, Foster City, USA).
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Statistické zhodnoceni rozdilu mezi skupinou s mutacemi a skupinou
infertiinich Zen bez mutaci bylo provedeno pomoci Fisherova
exaktniho testu pro ¢tyfpolni tabulky.

Studie byla schvalena etickou komisi LF UK v Plzni a vSechny
pacientky podepsaly informovany souhlas.

7 Vysledky

7.1 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mySich ES bun ék

7.1.1 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysSich EC P19 bun ék

Ziskané hodnoty kvantifikacniho stanoveni exprese vybranych gent
jsou udany jako relativni C; a relativni pocty kopii (R) jsou uvedeny v
nasledujici tab. 4:
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Tab. 4 — Vysledky kvantifikace mRNA - C, hodnoty a relativni
pocty kopii (R)

Gen Den Primérna C; R

HPRT DO 19.15 -
D3 19.55 -
D10 19.70 -

Pax-6 DO 32.30 0.00011
D3 22.50 0.12941
D10 21.55 0.27739
D3 29.65 0.00091
D10 32.75 0.00012

Mash-1 DO 29.75 0.00064
D3 29.00 0.00143
D10 26.85 0.00704

GATA-4 DO 29.75 0.00064
D3 29.00 0.00143
D10 34.15 0.00005

AFP DO 36.45 0.00001
D3 25.50 0.01618
D10 29.90 0.00085

Pro jednoduSSi porovnani ziskanych hladin exprese jednotlivych
genu v riznych stadiich diferenciace EC bunék, byly jejich relativni
hodnoty prepocitany na procentualni viz obr. 1.

Hladiny exprese gend PAX-6 a MASH-1 rostly a naopak exprese
genu Brachyury Kklesala bé&hem neurodiferenciace. Hladiny
exprimovanych genli GATA-4 a AFP byly nejvySSi po indukci
diferenciace RA [Babuska et al., 2010].

Nediferencované EC bunky byly imunocytochemicky pozitivné
testovany na pfitomnost markerd pluripotence - Oct-3/4 a antigen
LeX. Béhem diferenciace (D10) postupné prevladaji kolonie bunék s
neuronalnim fenotypem. EC bunky se nejprve zakulati, tvofi vybézky
a nakonec se organizuji v kolonie tvaru neurosfér s neurity. Tento
charakter bunék byl imunocytochemicky potvrzen pfFitomnosti
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markeru MAP-2. Déle byly tyto buriky shledany pozitivnimi na dalSi
neuronalni markery - N-CAM a {3 lll-tubulin pomoci WT.

Exprese genu (%)

100
80
60 @Do
ED3
0
% 0D10
40
: d
0 T

PAX-6 MASH-1 Brachyury GATA-4 AFP

Obr. 1- Graficky zpracované vysledky kvantifikace mRNA, které jsou vyjadiené v
procentech, kdy nejvyssi hodnota exprese markeru neni zaznamenana, jelikoz
pfesahuje 100 %

7.1.2 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysSich ES D3 bun ék

Nediferencované mysi kmenové buriky linie D3 byly v kultufe
kulovité a bez vybézkd. Imunocytochemicky u nich byla prokazana
pritomnost marker( pluripotence — Oct-3/4 a LeX antigen.

Vysledkem diferenciace pomoci RA byl rast bunéénych vybézki v

prdbéhu 7 az 15 dni a zména v neurondlni fenotyp bunék.
Neuronalni diferenciaci potvrzovala i imunocytochemicky prokazana
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pfitomnost markerd MAP-2 a B-11I tubulinu. S vyuzitim WB byla u této
diferenciace potvrzena pozitivita i na neuronalni marker N-CAM. WB
provedeny v lyzatech elementd diferencovanych bez indukce RA
ukazal na nizkou pozitivitu neuronalniho markeru N-CAM a na
negativitu (-1l tubulinu.  Neefektivhost tohoto  postupu
neurodiferenciace potvrdila i morfologie bunék, které byly bez
neuronalnich vybézku.

7.2 Transplantace nediferencovanych EC P19
bun ék a z nich odvozenych NPG do CNS
modelovych laboratornich mysi s
neurodegenerativnim onemocn énim

Transplantované nediferencované bunky P19 i NPG vytvarely
loziska fluoreskujicich bunék v oblasti aplikace.

Transplantované bunky se nesifily do vzdalenéjSich oblasti mozec¢ku
pfijemce. Nékdy nemél fluoreskujici transplantat ostrou hranici oproti
ostatnimu okoli, jindy byla naopak patrna ostra hranice a komprese
okolnich struktur timto Utvarem.

Preziti transplantovanych bun ék

U mySi shodného typu 3 tydny po aplikaci nebyl v pfezivani
transplantatd slozenych z NPG a nediferencovanych bunék
statisticky vyznamny rozdil viz tab. 5. PFi srovnani prezivani
transplantatu z NPG bylo zjiSténo vyznamné vySSi prezivani u mysi
typu WT (p= 0,0078) nez u mutantd Lc. U mySi typu WT
transplantovanych pro imunohistologii, kterym byly aplikovany pouze
NPG, byly 2 mésice po jejich aplikaci objeveny transplantaty u 11 z
15 mysi (73,3%).

Morfologie transplantatu
Z hlediska sledované morfologie transplantatu byl expanzivni
charakter vzdy pfitomen po aplikaci nediferencovanych bunék (tab.

6, 7) na rozdil od NPG, kde byla expanze vyrazné nizsi. Ve
skupinach transplantovanych mysi WT byla expanze vyznamné
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¢astéjSi po aplikaci nediferencovanych bunék v poméru k NPG (p=

0,0017).

Tab. 5 — Prezivani transplantovanych stadii EC P19 bunék v r{iznych

skupinach mysi

Prezivani ) Celvk,ovy pocet ano | ne ano (%) | ne (%)
transplantatu mysi (n)

WT - . 26 14 |12 |538  [46,2
neuroprogenitory

WT - P19 25 8 17 32,0 68,0
Le- . 25 4 |21 |160 |[840
neuroprogenitory

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

Tab. 6 — Morfologicka charakteristika a lokalizace transplantatt
ve skupiné mysi typu WT po aplikaci NPG a nediferencovanych

EC bunék
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 mozecek 78,6 87,5
(%) mesencefalon 14,3 0,0
jina 7,1 12,5
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Tab. 7 — Morfologicka charakteristika a lokalizace transplantatt
ve skupiné mysSi typu Lc po aplikaci NPG a nediferencovanych EC bunék

Lc NPG P19
Expanze ano 50 100
(%) ne 50 0
Destrukce ano 25 0
(%) ne 75 100
Lokalizace mozecek 0 0
(%) mesencefalon 50 75
jina 50 25

Destrukce v transplantatu se vyskytovala po transplantaci NPG bez
ohledu na typ mysi jako pfijemce (tab. 6 a 7). Nikdy se v3ak
nevyskytla po transplantaci nediferencovanych bunék P19.

Lokalizace transplantatu

Po aplikaci NPG i nediferencovanych bunék do moze¢kd mysi byly
GFP pozitivni buriky nalezeny ve stfedu mozecku u vétSiny mysi
typu WT (tab. 6, 7). U mutantd Lc byl transplantat lokalizovan vzdy
mimo mozecek (mezencefalon, hranice mezencefala a mozkového
kmene). Pokud byl transplantat v kontaktu s mozec¢kem mysi Lc, tak
do né&j nikdy nevrastal. Jeho ohrani¢eni vzhledem k mozecku bylo
zfetelné, ale smérem k mezencefalu naopak nevyrazné. Lokalizace
obou stadii transplantovanych bunék v mezencefalu mysi typu Lc
byla natolik odliSna oproti lokalizaci transplantatu v mozecku mysi
typu WT, Ze hodnoty Fisherova testu vyrazné pfesahuji hladinu
vyznamnosti (p< 0,05 - NPG: Lc vs WT je p=0,0049; P19: Lc vs WT
je p=0,0101).

Funk €nost transplantatu
Funkénost transplantovanych bunék byla ovérena fluorescenéni

imunohistologii, kdy byly nalezeny GFP bunky, které byly zaroven
obarveny na MAP-2  (neurony), GFAP (astrocyty) a kalbindin
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(Purkynovy bunky). V transplantatech byly takto identifikovany
vSechny jmenované bunécéné typy, které byly nejen pozitivni na
jmenované markery, ale odpovidajici byla i jejich morfologie.

7.3 Studium mutaci v genu pro LIF a jejich vztahu k
plodnosti Zzen

Ve skupiné plodnych Zen nebyla nalezena Zadna mutace v genu pro
LIF. Ve skupiné 151 infertilnich Zen bylo zjisténo 15 Zen, které mély
transici G za A na pozici 3400 genu pro LIF, ktera vede pfi translaci
k zdméné valinu za methionin v kodénu 64 (V64M), jez je soucasti
AB Kklicky LIF proteinu, klicové oblasti pro interakci s LIFR. Tato
mutace by mohla vést ke snizeni plodnosti Zzen [Giess et al., 1999].
Téchto 15 Zen jsme rozdélili dle vyskytu imunopatologii na skupiny A
a B. Ve skupiné A byly 4 s idiopatickou infertilitou a 3
s endometriézou (n=7), ve skupiné B byly 3 pacientky se syndromem
polycystickych ovérii (PCOS), 3 s andrologickym faktorem, 1 s
tubarnim faktorem a 1 s hyperprolaktinémii (n=8). U infertilnich Zen
(n=136) bez mutace byla jejich infertilita zpisobena u 10 z nich
endometriézou, u 27 idiopatickou infertilitou (C, n=37), 41 pacientek
mélo andrologicky, 28 tubarni faktor a 30 PCOS (D, n=99).

7 z 15 pozitivnich Zen otéhotnélo po IVF 1é¢bé, z toho 5 hned pfi
prvnim IVF cyklu (viz. tab. 8), z ¢ehoz plyne hodnota PR v celé
skupiné 47%. Z téchto 7 vyléCenych pacientek nebyla ani u 1
diagnostikovana idiopatickd neplodnost a pouze u 1 pacienky byla
potvrzena endometri6za. Ostatni vylécené pacientky trpély PCOS,
andrologickym a tubarnim faktorem. Mezi skupinami A a B je
statisticky signifikantni rozdil v PR IVF (P=1,1%).

Porovnani Gspésnosti IVF 1éCby mezi Zenami s diagnézou
idiopatické neplodnosti a endometriézy s mutaci a bez ni (pozitivni,
n=7 a bez mutace, n=37) prokazalo u pozitivnich zen nizsi PR
(14%), nez ve skupiné bez ni (49%), ale z diivodu malych podctd
pacientek ve skupindch je tento rozdil nesignifikantni (P=11%).
Rozdily PR mezi jednotlivymi pocty diagnostikovanych pacientek
jsou statisticky nevyznamné v ramci skupiny neplodnych Zen bez
mutace.
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Tab. 8 - Infertilni Zeny s mutaci v genu pro LIF

Vék PFi¢ina neplodnosti Typ infertility \C/%ZE?SE Ilééby
Skupina A, PR=14%

30 Idiopaticka inf. Primarni Neotéhotnéla
39 Idiopaticka inf. Primarni Neotéhotnéla
40 Idiopaticka inf. Sekundarni Neotéhotnéla
34 Idiopaticka inf. Primarni Neotéhotnéla
39 Endometridza Primarni Neotéhotnéla
33 Endometridza Primarni Neotéhotnéla
33 Endometri6za Sekundarni Otéhotnéla
Skupina B, PR=75%

27 PCOS Primarni Neotéhotnéla
28 PCOS Primarni Otéhotnéla
28 PCOS Sekundarni Otéhotnéla
31 Androlog. faktor Primarni Otéhotnéla
31 Androlog. faktor Primarni Otéhotnéla
24 Androlog. faktor Primarni Otéhotnéla
31 Tubarni faktor Primarni Neotéhotnéla
33 Hyperprolaktinémie Sekundarni Otéhotnéla

8 Diskuze

8.1 Charakterizace mySich ES bun ék

8.1.1 Charakterizace EC P19 bun ék

Pro charakterizaci EC P19 bunék v nediferencovaném stavu a ve
stadiich diferenciace (D3, D10) pomoci RA v bezsérovém médiu byly
vybrany 3 ruzné molekularné-biologické metody: RT-gPCR,
imunocytochemie a WB, které pouzivaji i jini autofi [Pachernik et al.,
2007]. Témito metodami byly stanoveny zakladni markery
pluripotence (proteiny Oct-3/4, antigen LeX) a u NPG a pfedevSim u
neuronalnich bunék byla zaznamenana exprese gent - PAX-6,
MASH-1 a pfitomnost protein MAP-2, N-CAM a B-lll tubulinu jako
neuralnich marker.
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Hladina exprese genu Brachyury byla nejvysSi v DO a pak klesala
(D3, D10), coz odpovida vyskytu tohoto transkripéniho faktoru pro
diferenciaci ES bunék mesodermalnim smérem [Pan a Thomson,
2007]. Jeho exprese klesa po indukci diferenciace bunék. Naopak
rostla hladina exprese gend PAX-6 a MASH-1, jako
neurodiferencia¢nich markerd [napf. Bauwens et al., 2008; Yang et
al., 2008]. Také vyskyt proteinu MAP-2 je dobrym znakem vysledné
neurodiferenciace buné&k (D10). Hladina exprese genu GATA-4
rostla po indukci diferenciace bunék a byla nejvyssi 3. den (D3), pak
klesala, protoze jde o transkripéni faktor, ktery je marker diferenciace
bunék entodermalniho charakteru [Soudais et al., 1995; Xie et al.,
2010] a také diferenciace v kardiomyocyty [Pikkarainen et al., 2004].
Podobné exprese AFP vzrostla po indukci neurodiferenciace,
protoZe indukce diferenciace pomoci RA ma tento efekt [Taube et
al., 2010]. Pomoci WB byla ovéfena neurodiferenciace EC bunék 10.
den (D10), kdy byly pfitomny dudlezité neuralni markery N-CAM a -
[l tubulin [Pachernik et al., 2007].

8.1.2 Charakterizace ES D3 bun ék

NaSe mysSi kmenové burky linie D3 byly v nediferencovaném stavu
ovalné az kulovité a bez vybézku. Jejich charakteristicka schopnost
pluripotence byla potvrzena imunocytochemicky pfitomnosti
charakteristickych markerd Oct-3/4 a LeX antigenu [Lovell-Badge,
2007; Muramatsu et al., 2008].

Nasledné jsme vyzkouSeli jejich diferenciaci v neuronalni buriky a to
indukci RA a pfes stadium EBs v médiu bez LIF [napf. Bain et al.,
1995; Pachernik et al., 2002a]. Nerodiferenciace ES bunék byla
potvrzena morfologicky, dle vybézki a imunocytochemicky
pritomnosti marker MAP-2 a B-1ll tubulinu a nakonec WB, kdy byly
vzorky pozitivni na N-CAM, dalSi neuronalni marker.

8.2 Transplantace EC P19 bun &k do moze ¢ku mysi

Je vSeobecné znamo, Ze schopnost regenerace CNS je ve srovnani
s ostatnimi tkdnémi velmi omezena [Gould a Gross, 2002; Dyer,
2003]. ES burky jsou jednim ze slibnych zdroju diferencovanych
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neuronalnich  bunék, které mohou byt uzity kléché
neurodegenerativnich chorob [Ronaghi et al., 2010].

EC kmenové bunky linie P19 se daji ireverzibilné diferencovat do
stadia NPG a néasledné neuront [Pachernik et al., 2005]. Tato a dalsi
linie EC kmenovych bunék se UspésSné pouzivaly k transplantacim
do CNS laboratornich zvifat bez postizeni [napf. Wojcik et al., 1993;
Staines et al, 1996], do modelovych laboratornich zvifat
s neurodegeneraci [napf. Baker et al., 2000; Garbuzova-Davis et al.,
2002] a téz do lidskych pacientd s CMP [napf. Meltzer et al., 2001;
Hara et al., 2007].

Nase studie je prvni, ktera sleduje osud mySich EC P19 GFP bunék
transplantovanych do postizeného mozecku mysi Lc a hodnoti
prezivani, morfologii a lokalizaci téchto transplantat(.

Preziti transplantovanych bun  ék

NaSe studie potvrdila, Ze NPG prezivaji srovnatelné
s nediferencovanymi EC burikami v obou typech mySi. Na druhou
stranu, prezivani NPG i nediferencovanych bunék je vyznamné
mensi u mysi typu Lc nez u mySi WT. Prestoze prezivani NPG u
mySi  typu WT neni statisticky vyznamné vySSi nez u
nediferencovanych EC bunék, jsou tyto vysledky v rozporu s daty
ziskanymi v podobnych studii, kde transplantované NPG pfezivaji
méné nez nediferencované ES burky [Hildebrand et al., 2005;
Gulino et al., 2010].

Morfologie transplantatu

Destrukce byla zjiSténa pouze v transplantatech pochéazejicich
z NPG bez ohledu na typ transplantovanych mysi. U transplantata z
nediferencovanych bunék se destrukce vlibec nevyskytla.
Predpokladame, Ze destrukce transplantadtu mohou souviset se
stupném diferenciace transplantovanych bunék a s vyskytem
apoptozy. DalSim zajimavym poznatkem je souvislost pfitomnosti
destrukce u transplantatl z NPG s nizSim vyskytem expanze v tomto
typu transplantatu. Expanze jsou pfitomny ve vSech pfipadech
transplantovanych  nediferencovanych bunék a méné u
transplantovanych NPG. Pfedpoklddame, ze dilezita mlze byt
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pritomnost neurogeninu (proneurdlni transkripéni faktor), ktery hraje
hlavni roli v neurondlni diferenciaci v mnoha oblastech CNS a u P19
bunék je velice nestabilni [Vosper et al., 2007].

Nami transplantované elementy nemigrovay a neSifily se v ramci
mozec¢ku, coz je v rozporu s drivéjSimi experimenty s
transplantovanymi granularnimi a Purkynovymi burikami [Kawamura
et al., 1988]. U vybranych mysi, kterym byly transplantovany NPG,
byla provedena téz imunohistologicka analyza toho, do jakych
bunéénych typd se transplantované bunky, v hostitelské tkani
mozecku, diferencovaly. Ta odhalila jejich diferenciaci v neurony

(MAP-2), astrocyty (GFAP) a dokonce i Purkyrfiovy buriky (kalbindin).

Z nasi i dalSich studii plyne [Houdek et al., 2011; Garbuzova-Davis
et al., 2002], Ze pouziti EC bunék pro transplantaci muze byt
pfinosné, avSak az po jejich diferenciaci, aby netvofily karcinomy.

Pokud hodnotime pouze prezivani transplantovanych bunék do
mozecku Lc, tak vysledky této prace lIze srovnat napf. s vysledky
transplantaci embryonalni mozeckové tkané stejnym mySim
[Cendelin, 2008]. Prezivani transplantatu se v jeho praci zvySovalo v
souvislosti s aplikaci embryonalnich bunék mozecku dospélym
mySim typu Lc, coz je rozdilné od naSich nalez(, kde bylo prezivani
vyrazné nizsi.

PFi porovnani lokalizace, se transplantat v nasi praci vyskytoval u
mysi typu WT pfevazné v mozecku a u mysi typu Lc vzdy mimo néj.
Ve studii vénované transplantacim embryonalni mozeckové tkané do
cerebela mysi, byl transplantat také nalezen na rdznych mistech
[Cendelin, 2008]. VétSinou to bylo na povrchu nebo v pfimo v
mozecku. Vzacné se transplantat vyskytl na ventralnim nebo
lateralnim povrchu pontu nebo dorzalné od mozecku jak u mysi typu
WT, tak Lc.

Pro transplantace byla v minulosti vyuzivana i lidské linie EC bunék
NTera 2/DI (NT2), kterou Ize s pomoci dlouhodobé kultivace s RA
také diferencovat do neuronalniho fenotypu z 95% [Pleasure et al.,
1992]. Tyto diferencované burky byly nejprve transplantovany do
modelovych mysi [napf. Trojanowski et al., 1997; Garbuzova-Davis
et al., 2002], potkand [napf. Willing et al., 1999; Hara et al., 2007] a
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nakonec i lidskym pacientim postizenych CMP [Kondziolka et al.,
2005].

Morfologie transplantatd z NPG jak v naSi, tak ve vySe uvedenych
studiich, vykazuje méné podobné vysledky, protoze transplantované
P19 bunky nemaji velkou kapacitu se Sifit do vzdalenéjSich oblasti
mozecku. Transplantované NT2N bunky pfezivaji ve zvifecim
modelu CMP sice v podobné mife, ale velice dobfe se integruji do
hostitelského CNS [napf. Bliss et al.,, 2006]. Nevytvareji zadné
tumory v imunosuprimovaném poskozeném mozku potkant, naopak
zlepSuji jeho funkénost [napf. Mallory et al., 1999]. Ve vétSiné
uvedenych praci s NT2N bufkami byla zjiSténa rdzna zlepSeni
transplantovanych zvifat v behavioralnich a/nebo kognitivnich
testech [Hara et al., 2008]. Stejné i my jsme zarfadili obdobné
testovani do planu budoucich experimentd.

Pfi porovnani vysledkl naSi transplanta¢ni studie, pokud jde o
lokalizaci transplantatu EC P19 bunék u mysi typu Lc s jiz vySe
zminovanymi transplantacemi NT2N bunék do zvifecich modell
lidskych onemocnéni, bylo zjisténo, Ze se v podstaté neliSi. Hara aj.
uvadi, Ze pokud se jedna o transplantace nediferencovanych NT2
bunék nebo diferencovanych NT2N bunék do zdravého mozku, pak
je vliv mikroprostfedi na lokalizaci transplantovanych bunék
minimalni [Hara et al., 2008]. Naopak, poSkozeny mozek s
patologickym mikroprostfedim (zvifeci model CMP) muaze upozornit
na nevhodné podminky cileného mista a pozménit tim misto tchytu
transplantatu [napf. Nishino a Borlongan, 2000].

8.1 Studium mutaci v genu pro LIF a jejich vztahu k
plodnosti Zzen

LIF je ve skupiné neplodnych Zen signifikantné vyssi, ve srovnani
se zkoumanou populaci plodnych zen [Giess et al., 1999; Carp,
2004]. Jak plyne i z nasi studie, bodova zdména G za A na pozici
3400 genu pro LIF neznamend, Ze zena nebude moci byt Uspésné
l[é¢ena pomoci IVF.

7 z 15 infertilnich Zen, nesoucich tuto mutaci byly diagnostikovany
jako pacientky s idiopatickou neplodnosti nebo endometriézou.

35



Domnivame se, Ze to by mohl byt divod, pro¢ pouze 1 z téchto Zen
po prvnim IVF cyklu otéhotnéla. Naopak Zeny s mutaci s PCOS,
andrologickym faktorem a hyperprolaktinémii neotéhotnély pfi
prvnim embryotransferu pouze 2. Zda se, Ze na Zeny s idiopatickou
neplodnosti a endometriézou maiji vliv dalSi imunopatologie (napf.
pritomnost embryotoxickych cytokind) a jejich interakce s mutacemi
v genu pro LIF [napf. Ulcova-Gallova et al., 1996; Kucera et al.,
2004].

Nas soubor 15 neplodnych Zen s identickou mutaci v genu pro LIF je
nejvétsi, jaky byl v literatufe popsan. K presnéjSim statistickym
analyzam, je vSak zapotfebi mit vzorek téchto Zen jesSté pocetnéjsi.

9 Zavéry

9.1 Kultivace, neurodiferenciace a nasledna
charakterizace mysich ES bun €&k
MySi ES bunky, jmenovité linie EC P19 a ES D3, byly uspésné
kultivovany in vitro. Pluripotence takto kultivovanych bunék byla
potvrzena molekularné-biologickymi metodami, jejichz vysledky
prokazaly pfitomnost specifickych marker(: proteiny Oct-3/4 a
antigen LeX. Nasledné byla optimalizovana jejich neurodiferenciace,
kterd byla indukovana RA. Neuronalni charakter diferencovanych
bunék byl opét ovéfen rostouci expresi genud PAX-6, MASH-1 a
proteint NCAM, B-1ll tubulinu a MAP-2, které nalezi mezi neuronalni
markery. Naopak béhem neurodiferciace poklesla exprese genu
Brachyury a GATA-4, jez jsou markery mesodermdlniho a
entodermalniho  vyvoje bunék. Tyto znaky byly dolozeny
neurondlnim fenotypem diferencovanych bunék.

9.2 Transplantace EC P19 bun ék do moze éku mysi

Tato transplantac¢ni studie je prvni, kterd4 sleduje osud mySich EC
P19 GFP bunék transplantovanych do zdravého (WT) a postizeného
moze¢ku mysi (Lc) a hodnoti jejich pfezivani, morfologii, lokalizaci a
funkénost. K transplantaci byly pouzity jak GFP P19 buriky, tak od
nich odvozené NPG. V ramci jednoho typu mysi bylo pfezivani obou
typl transplantatu srovnatelné. Pfezivani NPG i nediferencovanych
EC bunék je nizSi u mysi typu Lc nez u mysi bez neurodegeneraci,
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ale statistické vyznamnosti dosahuje pouze po aplikaci NPG.
Transplantat vykazuje znamky destrukce i expanze vuci hostitelské
tkani. Destrukce byly zjiStény pouze v transplantatech pochazejicich
z NPG bez ohledu na typ transplantovanych mysi. Pfedpokladame,
Ze tyto destrukce mohou souviset se stupném diferenciace
transplantovanych bunék a s vyskytem apoptdézy. Expanze
transplantatu je pfitomna ve vSech pfipadech aplikace
nediferencovanych bunék a méné u NPG. Transplantované P19
burfiky nemély tendenci migrovat a Sifit se vramci mozecku.
Funkénost transplantovanych bunék byla ovéfena u vybranych mysi
s transplantovanymi NPG imunohistochemicky. Tato analyza
prokédzala pfitomnost GFP transplantovanych bunék v hostitelské
tkani mozecku, které byly zaroven pozitivni na neuronalni markery
MAP-2 (neurony), GFAP (astrocyty) a kalbindin (Purkynovy buriky).
Z hlediska lokalizace transplantovanych bunék u mysi typu WT se
vyskytoval transplantat pfevazné v mozecku, naopak a u mysi typu
Lc vzdy mimo né&j, nejCastéji v mezencefalu. Ztoho vyplyva, zZe
mozeek mutantd Lc se zda byt méné pfiznivym prostfedim pro
transplantované P19 buriky nez zdravy mozecek.

9.3  Zaveéry pro praxi ve studii mutaci v genu pro
LIF a jejich vztahu k plodnosti zen

NaSe studie vlivu mutace v genu pro LIF na neplodnost Zen Usti
v otdzku tykajici se mozné suplementace kultivaénich a
transferovych médii timto a jinymi cytokiny pfi IVF Ié¢bé pacientek.

10 Seznam pouzité literatury

Aghajanova, L. Update on the role leukemia inhibitory factor in
assisted reproduction. Curr. Opin. Obstet. Gynecol. Jun. 2010, vol.
22,n0 3, s. 213-219.

Bain, G.; Gottlieb, D.I. Neural cells derived by in vitro
differentiation of P19 and embryonic stem cells. Perspect. Dev.
Neurobiol. 1998, vol. 5, no. 2-3, s. 175-178.

Bain, G.; Kitchens, D.; Yao, M.; Huettner, J.E.; Gottlieg, D.I.
Embryonic stem cells express neuronal properties in vitro. Dev. Biol.
Apr. 1995, vol. 168, no. 2, s. 342-357.

Baker, K.A.; Hong, M.; Sadi, D.; Mendez, |. Intrastriatal and
intranigral grafting of hNT neurons in the 6-OHDA rat model of

37



Parkinson’s disease. Exp. Neurol. Apr. 2000, vol. 162, no. 2, s. 350-
360.

Barski, J.J.; Hartmann, J.; Rose, Ch.R.; Hoebeek, F.; Morl, K.;
Noll-Hussong, M.; De Zeeuw, C.I.; Konnerth, A.; Meyer, M. Calbindin
in Cerebellar Purkinje Cells Is a Critical Determinant of the Precision
of Motor Coordination. J. Neurosci. Apr. 2003, vol. 23, no. 8, s.
3469-3477.

Bauwens, C.L.; Peerani, R.; Niebruegge, S.; Woodhouse, K.A;
Kumacheva, E.; Husain, M.; Zandstra, P. W. Control of human
embryonic stem cell colony and aggregate size heterogeneity
influences differentiation trajectories. Stem Cells. Sep. 2008, vol. 26,
no. 9, s. 2300-2310.

Bjorklund, A.; Lindvall, O. Cell replacement therapies for central
nervous system disorders. Nat. Neurosci. Jun. 2000, vol. 3, no. 6, s.
537-544.

Bliss, T.M.; Kelly, S.; Shah, A.K.; Foo, W.C.; Kohli, P.; Stokes, C.;
Sun, G.H.; Ma, M.; Masel, J.; Kleppner, S.R.; Schallert, T.; Palmer,
T.; Steinberg, G.K. Transplantation of hNT neurons into the ischemic
cortex: cell survival and effect on sensorimotor behavior. J.
Neurosci. Res. May 2006, vol. 83, no. 6, s. 1004-1014.

Brinster, R.L. The effect of cells transferred into the mouse
blastocyst on subsequent development. J. Exp. Med. Oct. 1974, vol.
140, no. 4, s. 1049-1056.

Brons, I.G.; Smithers, L.E.; Trotter, M.\W.; Rugg-Gunn, P.; Sun,
B.; Chuva de Sousa Lopes, S. M.; Howlett, S. K.; Clarkson, A,;
Ahrlund-Richter, L.; Pedersen, R. A. aj. Derivation of pluripotent
epiblast stem cells from mammalian embryos. Nature. Jul. 2007,
vol. 7150, no. 448, s. 191-195.

Cendelin, J. Vliv transplantace tkdné mozecku a fyzické aktivity
na schopnost prostorové orientace u mutantnich mysi typu Lurcher.
Plzen, 2008. 78 s. Disertani prace (PhD). Univerzita Karlova.
Lékarska fakulta v Plzni. Ustav patologické fyziologie.

Dang, S.M.; Gerecht-Nir, S.; Chen, J.; lItskovitz-Eldor, J.;
Zandstra, P. W. Controlled, scalable embryonic stem cell
differentiation culture. Stem Cells. Dec. 2004, vol. 22, no. 3, s. 275-
282.

Dehmelt, L.; Halpain, S. Actin and Microtubules in Neurite
Initiation: Are MAPs the Missing Link? J. Neurobiol. Jan. 2004, vol.
58, no. 1, s. 18-33.

38



Dyer, M.A. Regulation of proliferation, cell fate specification and
differentiation by the homeodomain proteins Prox1, Six3, and Chx10
in the developing retina. Cell Cycle. Jul.-Aug. 2003, vol. 2, no. 4, s.
350-357.

ESner, M.; Pachernik, J.; Hampl, A.; Dvorék, P. Targeted
disruption of fibroblast growth factor receptor-1 blocks maturation of
visceral endoderm and cavitation in mouse embryoid bodies. Int. J.
Dev. Biol. Sep. 2002, vol. 46, no. 6, s. 817-825.

Filip, S.; Mokry, J.; HruSka, I. Kmenové buriky. Praha: Galén,
2006. 223 s. ISBN 80-7262-401-6.

Fraichard, A.; Chassande, O.; Bilbaut, G.; Dehay, C.; Savatier,
P.; Samarut, J. In vitro differentiation of embryonic stem cells into
glial cells and functional neurons. J. Cell Sci. Oct. 1995, vol. 108, s.
3181-3188.

Garbuzova-Davis, S.; Willing, A.E.; Milliken, M.; Saporta, S.;
Zigova, T.; Cahill, D.W.; Sanberg, P.R. Positive effect of
transplantation of hNT neurons (NTera 2/D1 cell-line) in a model of
familial amyotrophic lateral sclerosis. Exp. Neurol. Apr. 2002, vol.
174, no. 2, s. 169-180.

Gardner, R.L. Essentials of Stem Cell Biology: ES-like Cells in
Other Species. In Lanza, R.; Gearhart, J.; Hogan, B.; Melton, D.;
Pedersen, R.; Thomson, J.; Thomas, E.D.; West, M. (ed.). Elsevier
Academic Press. Burligton (USA). 2006, s. 2-4. ISBN-13: 978-0-12-
088-442-1. ISBN-10:0-12-088442-9.

Gersh, B.J.; Simari, R.D.; Behfar, A.; Terzic, C.M.; Terzic, A.
Cardiac cell repair therapy: a clinical perspective. Mayo Clin. Proc.
Oct. 2009, vol. 84, no. 10, s. 876-892.

Giess, R.; Tanasescu, l.; Steck, T.; Sendtner, M. Leukaemia
inhibitory factor gene mutations in infertle women. Mol. Hum.
Reprod. Jun. 1999, vol. 5, no. 6, s. 581-586.

Gould, E.; Gross, C.G. Neurogenesis in adult mammals: some
progress and problems. J. Neurosci. Feb. 2002, vol. 22, no. 3, s.
619-623.

Gulino, R.; Litrico, L.; Leanza, G. Long-term survival and
development of fetal ventral spinal grafts into the motoneuron-
depleted rat spinal cord: Role of donor age. Brain Res. Apr. 2010,
vol. 1323, s. 41-47.

Hara, K.; Matsukawa, N.; Yasuhara, T; Xu, L.; Yu, G.; Maki, M.;
Kawase, T.; Hess, D.C.; Kim, S.U.; Borlongan, C.V.. Transplantation
of post-mitotic human neuroteratocarcinoma-overexpressing Nurrl

39



cells provides therapeutic benefits in experimental stroke: in vitro
evidence of expedited neuronal differentiation and GDNF secretion.
J. Neurosci. Res. May 2007, vol. 85, no. 6, s. 1240-1251.

Hara, K.; Yasuhara, T.; Maki, M. aj. Neural progenitor NT2N cell
lines from teratocarcinoma for transplantation therapy in stroke.
Prog. Neurobiol. Jul. 2008, vol. 85, no. 3, s. 318-334.

Herrler, A.; von Rango, U.; Beier, H.M. Embryo—Maternal
signaling: how the embryo starts talking to its mother to accomplish
implantation. Reprod. Biomed. Online. Mar. 2003, vol. 6, no. 2, s.
244-256.

Hildebrand, M.S. et al. Survival of partially differentiated mouse
embryonic stem cells in the scala media of the guinea pig cochlea. J.
Assoc. Res. Otolaryngol. Dec. 2005, vol. 6, no. 4, s. 341-354.

Holtzinger, A.; Rosenfeld, G.E.; Evans, T. Gata4 directs
development of cardiac-inducing endoderm from ES cells. Dev. Biol.
Jan. 2010, vol. 337, no. 1, s. 63-73.

Hong, S.; Heo, J.; Lee, S.; Heo, S.; Kim, S.S.; Lee, Y.; Kwon, M;
Hong, S. Methyltransferase-inhibition interferes with neuronal
differentiation of P19 embryonal carcinoma cells. Biochem. Biophys.
Res. Commun. Dec. 2008, vol. 377, no. 3, s. 935-940.

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.; Vozeh, F.; Babuska, V.;
Hatina, J.; Hajkova, L.; Krélickova, M.; Zech, N.; Pachernik, J.; Uher,
P. Neuralni diferenciace mysich embryonalnich karcinomovych a
embryonélnich kmenovych bunék pomoci kyseliny retinové — Pilotni
studie. Plzeri. Lék. Sborn. 2010, ro¢. 76, s. 37-40.

Chambers, I.; Smith, A. Self-renewal of teratocarcinoma and
embryonic stem cells. Oncogene. Sep. 2004, vol. 23,no. 43, s. 7150-
7160.

Jones-Villeneuve, E.M.; Rudnicki, M.A.; Harris, J.F.; McBurney,
M.W. Retinoic acid-induced neural differentiation of embryonal
carcinoma cells. Mol. Cell. Biol. Dec. 1983, vol. 3, no. 12, s. 2271-
2279.

Kawamura, K.; Nanami, T.; Kikuchi, Y.; Kitakami, A. Grafted
granule and Purkinje cells can migrate into the mature cerebellum of
normal adult rats. Exp. Brain Res. 1988, vol. 70, no. 3, s. 477-484.

Kim, S.U.; de Vellis J. Stem cell-based cell therapy in
neurological diseases: a review. J. Neurosci. Res. Aug. 2009, vol.
87, no. 10, s. 2183-2200.

40



Kispert, A.; Herrmann, B.G. Immunohistochemical analysis of the
Brachyury protein in wild-type and mutant mouse embryos. Dev.
Biol. Jan. 1994, vol. 161, no. 1, s. 179-193.

Koike, M.; Sakaki, S.; Amano, Y.; Kurosawa, H. Characterization
of embryoid bodies of mouse embryonic stem cells formed under
various culture conditions and estimation of differentiation status of
such bodies. J. Biosci. Bioeng. Oct. 2007, vol. 104, no. 4, 294-299.

Kondziolka, D.; Steinberg, G.K.; Wechsler, L.; Meltzer, C.; Elder,
E.; Gebel, J.; DeCesare, S.; Jovin, T.; Zafonte, R.; Leibrowitz, J.;
Flickinger, J.C.; Tong, D.; Marks, M.; Jamieson, C.; Luu, D. Bell-
Stephens, T.; Teraoka, J. Neurotransplantation for patients with
subcortical motor stroke: a phase 2 randomized trial. J. Neurosurg.
Jul. 2005, vol. 103, no. 1, s. 38-45.

Kotasova , H.; Vesela , |.; Kucera, J.; Houdek, Z.; Prochazkova,
J.; Krélickova, M.; Pachernik, J. Phosphoinositide 3-kinase inhibition
enables retinoic acid-induced neurogenesis in monolayer culture of
embryonic stem cells. J. Cel. Biochem. [online]. Feb. 2012, vol. 113,
no. 2, s. 563-570.

Kotasova, H. Regulace diferenciace embryonalnich
pluripotentnich bunék prostfednictvim receptoru gp130. Brno, 2009.
74 s. Diplomova prace (Mgr.). Masarykova univerzita.
PFirodovédecka fakulta.

Kucera, E.; Madar, J.; Jirasek, J.E. aj. Imunopatologické a
histopatologické aspekty ektopické implantace. Ces. Gynek. 2004,
ro¢. 69, Suppl. 1, s. 3-8.

Lafuste, P.; Robert, B.; Danan J.L. aj. Alphafetoprotein gene
expression in early and full-term human trophoblast. Placenta. Sep.-
Oct. 2002, vol. 23, no. 8-9, s. 600-612.

Lovell-Badge, R. Many ways to pluripotency. Nat. Biotechnol.
Oct. 2007, vol. 25, no. 10, s. 1114-1116.

Mallory, M.; Honer, W.; Hsu, L.; Johnson, R.; Rockenstein, E.;
Masliah, E. In vitro synaptotrophic effects of cerebrolysin in NT2N
cells. Acta Neuropathol. May 1999, vol. 97, no. 5, s. 437-446.

Meltzer, C.C.; Kondziolka, D.; Villemagne, V.L. aj. Serial {18F}
fluorodeoxyglucose positron emission tomography after human
neuronal implantation for stroke. Neurosurgery. Sep. 2001, vol. 49,
no.3, s. 586-592.

Muramatsu, H.; Kusano, T.; Sato, M.; Oda, Y.; Kobori K,
Muramatsu, T. Embryonic stem cells deficient in | (1,6-N
acetylglucosaminyltransferase exhibit reduced expression of

41



embryoglycan and the loss of a Lewis X antigen, 4C9. Glycobiology.
Mar. 2008, vol. 18, no. 3, s. 242-249.

Nishino, H.; Borlongan, C.V. Restoration of function by neural
transplantation in the ischemic brain. Prog. Brain Res. 2000, vol.
127, s. 461-476.

Pachernik, J.; Bryja, V.; ESner, M.; Kubala, L.; Dvorak, P.;
Hampl, A. Neural differentiation of pluripotent mouse embryonal
carcinoma cells by retinoic acid: Inhibitory effect of serum. Physiol.
Res. 2005, vol. 54, s. 115-122.

Pachernik, J.; ESner, M.; Bryja, V.; Dvorak, P.; Hampl, L.A.
Neural differentiation of mouse embryonic stem cells growth in
monolayer. Reprod. Nutr. Dev. Jul.-Aug. 2002a, vol. 42, no. 4, s.
317-326.

Pachernik, J.; Horvéath, V.; Kubala, L.; Dvofék, P.; Kozubik, A.;
Hampl, A. Neural differentiation potentiated by the leukaemia
inhibitory factor through STAT3 signalling in mouse embryonal
carcinoma cells. Folia Biol. (Praha). Sep. 2007, vol. 53, no. 5, s. 157-
163.

Pachernik, J.; Horvéath, V.; Kubala, L.; Dvorak, P.; Kozubik, A.;
Hampl, A. Neural differentiation potentiated by the leukaemia
inhibitory factor through STAT3 signalling in mouse embryonal
carcinoma cells. Folia Biol. (Praha). Sep. 2007, vol. 53, no. 5, s. 157-
163.

Pan, G.; Thomson, J.A. Nanog and transcriptional networks in
embryonic stem cell pluripotency. Cell Res. Jan. 2007, vol. 17, no. 1,
S. 42-49.

Pekkanen-Mattila, M.; Kerkeld, E.; Tanskanen, J.M.; Pietila, M.;
Pelto-Huikko, M. aj. Substantial variation in the cardiac differentiation
of human embryonic stem cell lines derived and propagated under
the same conditions-a comparison of multiple cell lines. Ann. Med.
2009, vol. 41, no. 5, s. 360-370.

Pernas-Alonso, R.; Morelli, F.; di Porzio, U.; Perrone-Capano, C.
Multiplex semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain
reaction of low abundance neuronal MRNAs. Brain Res. Brain Res.
Protoc. Dec. 1999, vol. 4, no. 3, s. 395-406.

Phillips, B.W.; Vernochet, C.; I1éhlé, C.; Dani, C. Handbook of
Stem Cells: Differentiation of Embryonic Stem Cells into Adipose
Cells. In Lanza R.; Gearhart, J.; Hogan, B.; Melton, D.; Pederson,
R.; Thomson, J. (ed.). Elsevier Academic Press. Burlington (USA),
2004, s. 329-335. ISBN: 0-12436642-2 (vol. 1).

42



Pikkarainen, S.; Tokola, H.; Kerkela, R.; Ruskoaho, H. GATA
transcription factors in the developing and adult heart. Cardiovasc.
Res. Aug. 2004, vol. 63, no. 2, s. 196-207.

Pleasure, S.J.; Page, C.; Lee, V., M. Pure, postmitotic, polarized
human neurons derived from NTera 2 cells provide a system for
expressing exogenous proteins in terminally differentiated neurons.
J. Neurosci. May 1992, vol. 12, no. 5, s. 1802-1815.

Reubinoff, B.E.; Pera, M.F.; Fong, C.Y.; Trounson, A.; Bongso,
A. Embryonic stem cell lines from human blastocysts: somatic
differentiation in vitro. Nat. Biotechnol. Apr. 2000, vol. 18, no. 4, s.
399-404.

Ronaghi, M.; Erceg, S.; Moreno-Manzano, V.; Stojkovic, M.
Challenges of stem cell therapy for spinal cord injury: human
embryonic stem cells, endogenous neural stem cells, or induced
pluripotent stem cells? Stem Cells. Jan. 2010; vol. 28, no. 1, s. 93-
99.

Sellner, L.N.; Turbett, G.R. The presence of a pseudogene may
affect the use of HPRT as an endogenous mRNA control in RT-
PCR. Mol. Cell. Probes. Dec. 1996, vo. 10, no. 6, s. 481-3.

Soudais, C.; Bielinska, M.; Heikinheimo, M.; MacArthur, C.A,;
Narita, N.; Saffitz, J.E., Simon, M.C.; Leiden, J.M.; Wilson, D.B.
Targeted mutagenesis of the transcription factor GATA-4 gene in
mouse embryonic stem cells disrupts visceral endoderm
differentiation in vitro. Development. Nov. 1995, vol. 121, no. 11, s.
3877-3888.

Staines, W.A.; Craig, J.; Reuhl, K.; McBurney, M.W. Retinoic acid
treated P19 embryonal carcinoma cells differentiate into
oligodendrocytes capable of myelination. Neuroscience. Apr. 1996,
vol. 71, no. 3, s. 845-853.

Stewart, C.L.; Kaspar, P.; Brunet, L.J.; Bhatt, H.; Gadi, I;
Kdntgen, F.; Abbondanzo, S.J. Blastocyst implantation depends on
maternal expression of leukaemia inhibitory factor. Nature. Sep.
1992, vol. 6390, no. 359, s. 76-79.

Taube, J.H.; Allton, K.; Duncan, S.A.; Shen, L.L.; Barton, M.C.
FOXA-1 functions as a pioneer transcription factor at transposable
elements to activate AFP during differentiation of embryonic stem
cells. J. Biol. Chem. May 2010, vol. 285, no. 21, s. 16135-16144.

Thomson, J.A.; ltskovitz-Eldor, J.; Shapiro, S.S.; Waknitz, M.A.;
Swiergiel, J.J.; Marshall, V.S.; Jones, J.M. Embryonic stem cell lines

43



derived from human blastocysts. Science. Nov. 1998, vol. 5391, no.
282, s.1145-1147.

UlCova-Gallova, Z.; Novotny, Z.; BouSe, V. aj. Sledovani
nékterych faktord imunity v séru a v peritonedlni tekutiné u
laparoskopovanych Zen. |II. Protilatky proti spermiim a zona
pellucida. Ces. Gynek. 1996, ro¢. 61, &. 3, s. 139-141.

Wiles, M.V. Embryonic stem cell differentiation in vitro. Methods
Enzymol. 1993, vol. 225, s. 900-918.

Willing, A.E.; Sudberry, J.J.; Othberg, A.l.; Saporta, S.; Poulos,
S.G.; Cameron, D.F.; Freeman, T.B.; Sanberg, P.R. Sertoli cells
decrease microglial response and increase engraftment of human
hNT neurons in the hemiparkinsonian rat striatum. Brain Res. Bull.
Mar. 1999, vol. 48, no. 4, s. 441-444,

Wojcik, B.E.; Nothias, F.; Lazar, M.; Jouin, H.; Nicolas, J.;
Peschanski, M. Catecholaminergic neurons result from the
intracerebral implantation of embryonal carcinoma cells. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. Feb. 1993, vol. 90, no. 4, s.1305-1309.

Xie, D.; Chen, C.C.; Ptaszek, L.M.; Xiao, S.; Cao, X. aj.
Rewirable gene regulatory networks in the preimplantation
embryonic development of three mammalian species. Genome Res.
Jun. 2010, vol. 20, no. 6, s. 804-815.

Yang, Y.; Zhang, L.; Wei, Y.; Wang, H.; Fukuma, M.; Xu, H,;
Xiong, W.; Zheng, J. Neural differentiation arrest in embryonal
carcinoma cells with forced expression of EWS-FLI1. J. Neurooncol.
Nov. 2008, vol. 90, no. 2, s. 141-150.

Zhang, W.; Lee, W.H.; Triarhou, L.C. Grafted cerebellar cells in a
mouse model of hereditary ataxia express IGF-I system genes and
partially restore behavioral function. Nat. Med. Jan. 1996, vol. 2, no.
1,s. 65-71.

11 Prehled publika €éni €innosti
11.1 Clanky v éasopisech

Novotny, Z.; Kfizan, J.; Sima, R.; Sima, P.; Uher, P.; Zech, N.;
Hittelova, R.; Baborova, P.; Uléova-Gallova, Z.; Subrt, |.; Ulmanova,
E.; Houdek, Z.; Rokyta, Z.; BabuSka V.; Kralickova, M. Leukemia

inhibitory factor (LIF) gene mutations in women diagnosed with
unexplained infertility and endometriosis have a negative impact on

44



the IVF outcome. A pilot study. Folia Biol. (Praha). 2009, vol. 55,
no. 3, s. 92-97. [IF 0.729]

BabuSka, V.; Kulda, V.; Houdek, Z.; PeSta, M.; Cendelin, J,;
Zech, H.N.; Pachernik, J.; Vozeh, F.; Uher, P.; Kralickova, M.
Characterization of P19 cells during retinoic acid induced
differentiation, Prague Med. Rep. 2010, vol. 111, no. 4, s. 288-298.
[RIV]

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.; VoZeh, F.; Babuska, V.;
Hatina, J.; Hajkova, L.; Kralickova, M.; Zech, N.; Pachernik, J.; Uher,
P. Neuralni diferenciace mySich embryonalnich karcinomovych a
embryondlnich kmenovych bunék pomoci kyseliny retinové — Pilotni
studie. Plzeri. Lék. Sborn. 2010, ro€. 76, s. 37-40. [RIV]

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.; BabusSka, V.; Vozeh, F.;
Hatina, J.; Kralickova, M.; Zech, N.; Vesel4, I.; Pachernik, J.; Uher,
P. The comparison of P19-derived neuroprogenitors and naive cells
survival after intracerebellar application in B6CBA mice. Folia Biol.
(Praha). 2011, vol. 57, no. 4, s. 162-169. [IF 0.729]

Kotasova , H.; Vesela , |.; Kucera, J.; Houdek, Z.; Prochazkova,
J.; Krélickova, M.; Pachernik, J. Phosphoinositide 3-kinase inhibition
enables retinoic acid-induced neurogenesis in monolayer culture of
embryonic stem cells. J. Cel. Biochem. [online]. Feb. 2012, vol. 113,
no. 2, s. 563-570 [cit. 2012-1-24]. Dostupny z WWW:
<http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcb.23380/abstract:jsessio
nid=39C1BE807FD6BFE838C43EAEB21C9FC1.d02t04>. [IF 3.122]

11.2 Postery na odbornych setkanich

Houdek, Z.; Kréalickova, M.; Sima, R.; Sima, P.; Kfizan, J.;
Vachalova, L.; Babuska, V.; Uher, P. Mutace v genu pro leukemicky
inhibiéni faktor (LIF) v populaci neplodnych Zen — jejich prevalence a
vliv na 1écbu neplodnosti. XIl. Kongres c¢eskych a slovenskych
imunologt, Praha, CR, 29. 10. 2008.

Kralickova, M.; Martinek, P.; Houdek, Z.; Sima, R.; Hes, O.;
Rokyta, Z.; Babuska, V.; Uher, P. Mutace v genech pro interleukin 11
(IL-11) a leukemicky inhibiéni faktor (LIF) a pfitomnost NK bunék v
endometriu — jak spolupracuji a ovlivauji fertilitu? Xll. Kongres
geskych a slovenskych imunologt, Praha, CR, 29. 10. 2008.

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.; Kralickova, M.; Vozeh, F;
Babuska, V.; Hatina, J.; Pachernik, J.; Zech, N.; Uher P. Comparison
of survival and further differentiation of P19-derived neuroprogenitors

45



and P19 naive cells in a model of neurodegeneration. Pilot results.
Joint Conference of the Czech and Slovak Neuroscience Societies,
Praha, CR, 1.-4. 10. 2009.

Pitule, P.; Cedikova, M.; Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.;
Kralickova, M.; VoZzeh, F.; Babuska, V.; Pachernik, J.; Zech, N.;
Uher, P. The comparison of the survival of P19-derived
neuroprogenitors and P19 naive cells after intracerebellar application
in a mice model with and without neurogeneration. 8th International
Stem Cell School in Regenerative Medicine, Stockholm, Sweden, 3.-
5. 9. 2010.

Cedikova, M.; Krékorova, K.; Pitule, P.; Houdek, Z. ; Cendelin, J.;
Kulda, V.; Kralickova, M.; Vozeh, F.; Babuska, V.; Pachernik, J.;
Zech, N.; Uher, P. Immunohistological characterization of grafted
tissue after neurotransplantation in the mouse model of cerebellar
degeneration. A pilot study. XX. Biologické dny, Plzefi, CR, 25.-
27.10. 2011.

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kralitkova, M.; Cedikova, M.; Babuska,
V.; Kulda, V.; Hatina, J.; Vozeh, F. Intracerebellar transplantation of
P19 carcinoma stem cells and P19-derived neuroprogenitors in
Lurcher mutant and wild type mice. XX. Biologické dny, Plzefi, CR,
25.- 27.10. 2011.

11.3  Prezentace na odbornych setkanich

Svatol, M.; Rehof, L., Houdek, Z.; Kulda, V.; Krélickova, M.
Neurodiferenciace mysich kmenovych bunék. 49. Studentska
védecka konference LF UK v Plzni, Plzef, CR, 6. 5. 2009.

Kralikova, M.; Uher, P.; Sima, R.; Httelova, R.; Baborova, P.;
Houdek, Z.; Zech, N.H. Leukemia inhibitory factor (LIF) gene
mutations in women diagnosed with idiopathic infertility and
endometriosis have a negative impact on the IVF/ICSI outcome.
European Congress of Reproductive Immunology, 16-20. 9. 2009,
Greece, Marathon.

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.; BabusSka, V.; Vozeh, F;
Kralickova, M.; Hatina, J.; Uher, P.; Zech, N.; Pachernik, J. The
comparison of P19-derived neuroprogenitors and undifferentiated
cells survival after intracerebellar application into B6CBA mice. 45.
Mezinarodni kongres anatomie: Morphology 2009, Plzefi, CR, 7.-9.
9. 2009.

46



Krélickova, M.; Houdek, Z.; Sima, R.; Uher, P.; Httelova, R.;
Baborova, P.; Kfizan, J.; Sima, P.; Zech, N. The developmental
potential of embryo and the success of infertility treatment correlate
with the presence of leukemia inhibitory factor (LIF) gene mutations
and natural killer T (NKT) cells in follicular fluid in infertile women. 45.
Mezinarodni kongres anatomie: Morphology 2009, Plzefi, CR, 7.-9.
9. 20009.

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.; Krélickova, M.; VozZeh, F.;
Babuska, V.; Hatina, J.; Zech, N.; Pachernik, J.; Uher, P. Does the
neurodegeneration in lurcher mutant mice affect the survival and
further differentiation of P19-derived neuroprogenitors? Pilot results.
World Conference on Regenerative Medicine, Leipzig, Germany,
29.-31.10. 20009.

Houdek, Z.; Kulda, V.; Vesela, |. Srovnani prezivani
neuroprogenitord a nediferncovanych EC bunék linie P19 po
intracerebelarni transplantaci mySim. 50. Studentska védecka
konference LF UK v Plzni, Plze#, CR, 12. 5. 2010.

Houdek, Z. ; Kulda, V.; Vesela, |. The comparison of P19-derived
neuroprogenitors and naive cells survival after intracerebellar
application in B6CBA mice. 7th International Medical Postgraduate
Conference Hradec Kralove, Hradec Kralové, CR, 18.- 20. 11. 2010.

Cedikova, M.; Pitule, P.; Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.;
Vozeh, F.; BabuSka, V.; Pachernik, J.; Uher, P.; Kralickova, M. Vliv
neurodegenerace na prezivani neuroprogenitord a
nediferencovanych EC bunék linie P19 po intracerebelarni
transplantaci u mysSi. Diagnostika, léCba a prevence zavaznych
civilizaénich onemocnéni, Pizen, CR, 25. 11. 2010.

Babuska, V.; Kulda, V.; Houdek, Z.; PeSta, M.; Cendelin, J.;
Zech, N.; Pachernik, J.; Vozeh, F.; Uher, P.; Kralickova, M.
Charakterizace EC bunék v prabéhu indukované neurodiferenciace.
20. Neuroontogeneticky diskusni den, Praha, CR, 14. 12. 2010.

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.; Kralickova, M.; Babuska,
V.; Vozeh, F. Transplantace embryonalnich karcinomovych (EC)
kmenovych bunék linie P19 a z nich odvozenych neuroprogenitort
do mozec¢ku mysi typu Lurcher a wild. 20. neuroontogeneticky
diskusni den, Praha, CR, 14. 12. 2010.

Houdek, Z.; Kulda, V.; Cedikovad, M. Transplantace
embryonalnich karcinomovych kmenovych bunék a odvozenych
neuroprogenitord do mozec¢ku mysi lurcher a wild. 51. Studentska
védecka konference LF UK v Plzni, Plzef, CR, 19. 5. 2011.

47



Cedikova, M.; Babuska, V.; Cendelin, J.; Houdek, Z.; Pitule, P.;
Vozeh, F.; Kralickova, M.; Uher, P. Vysledky neurotransplantace
kmenovych bunék u mySi s a bez neurodegenerativniho
onemocnéni. Experimentalni vyzkum v mediciné a jeho Kklinicka
aplikace, Plzefi, CR, 3.11.2011.

Babuska, V.; Cendelin, J.; Houdek, Z. ; Kulda, V.; Cedikova, M.;
Kralickova, M.; Vozeh, F. Transplantace neuroprogenitorii u mysi
typu Lurcher a jeji vliv na motorické schopnosti. 21.
neuroontogeneticky diskusni den, Praha, CR, 13. 12. 2011.

Houdek, Z.; Cendelin, J.; Kulda, V.; Babuska, V.; Cedikova, M.;
Kralickova, M.; Vozeh, F. Porovnani vyvoje dvou typl transplantatt
do mozeCku mysi Lurcher a wild kmene B6CBA z pohledu
imunohistologie. 21. neuroontogeneticky diskusni den, Praha, CR,
13.12. 2011.

48



