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Abstrakt

Spermatogonidlni kmenové buriky jsou zarodecéné bunky zajistujici celoZivotni produkci samcich
pohlavnich bunék, spermii. V roce 2004 byl realizovan na mysim modelu klicovy experiment, kdy
v prlbéhu in vitro kultivace tyto zarodeéné unipotentni buriky nabyly charakteristik embryonalnich
kmenovych bunék, tedy znak( pluripotence. Takové bunky jsou schopny spontanné diferencovat do
vSech tfi zdrodecénych vrstev, tedy entodermu, ektodermu a mezodermu, dale pfenosu své genetické
informace do dalSich generaci a také mohou dat vzniknout teratomim. Nasledovala fada studii
zamérena na dalsi druhy obratlovc(, jmenovité na hlodavce, domaci zvirata i ¢lovéka. Diferenciaci
téchto bunék je mozné v in vitro podminkach zacilit a generovat tak konkrétni bunécné typy. Jako
takové jsou tedy spermatogonialni kmenové buriky alternativnim zdrojem pluripotentnich bunék, jenz
nachazi radu uplatnéni v biologickych védach. Cilem prdce je shrnout soucasné poznatky o
diferenciacnich moZnostech in vitro spermatogonialnich kmenovych bunék vyssich obratlovcl a

pokusit se nalézt pripadné tendence, jaky diferenciacni smér tyto bunky uprednostnuji.

Klicova slova: zarodecné kmenové buriky, spermatogonialni kmenové burky, obratlovci, in vitro,

diferenciace



Abstract

Spermatogonial stem cells are unipotent male germ cells which provide spermatogenesis during the
whole life. In 2004, an important experiment was conducted. During in vitro cultivation mouse
spermatogonial stem cells gained the characteristics of embryonic stem cells, pluripotency by all
means. Those cells had the feature to spontaneously differentiate into all three germ layers,
endoderm, ectoderm and mesoderm. They also could pass its genetic information to the next
generation and they could give rise to teratomas. By this event, experiments started on other
vertebrates including rodents, domestic animals and also human. Differentiation of these cells can be
directed in vitro to generate specific cell types. On base of these facts, spermatogonial stem cells are
alternative source of pluripotent cells which possess many applications in life sciences. The purpose of
this thesis is to summarize actual knowledge about differentiation potential in vitro of spermatogonial
stem cells in higher vertebrates and try to identify tendencies which they prefer during differentiation,

if they exist.
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Uvod
Vyzkum kmenovych bunék v poslednich letech nabyva na intenzité. Na zdkladé jejich

diferenciacniho potencialu je Ize rozdélit na totipotentni, pluripotentni, multipotentni a unipotentni.

Zarodecné bunky jsou schopny predavat genetickou informaci jedince napfti¢ generacemi.
Radime mezi né i unipotentni spermatogonialni kmenové bufky. Jejich charakteristickym znakem je

schopnost sebeobnovy a tim i zajiSténi celoZivotni produkce samcich pohlavnich bunék, spermii.

Recentni studie ukazaly, Ze tyto bunky jsou schopny ve specifickych in vitro podminkach zménit
svou primarni funkci a nabyt pluripotentniho stavu. Takové burky pak disponuji potencidlem pro
fizenou diferenciaci do dalSich somatickych typl bunék aplikovatelnych v dalSich vyzkumech a

mediciné.

Cilem této prace je na zakladé odborné literatury shrnout soucasné poznatky o diferenciacnich
moznostech spermatogonialnich kmenovych bunék v in vitro podminkach u vyssich obratlovcl a

pokusit se identifikovat, pokud existuji, diferenciacni tendence v tomto prostredi.



1. Kmenové bunky in vitro

Kmenové bunky jsou zndmé svymi unikatnimi proliferacnimi vlastnostmi. Maji schopnost
nahrazovat samy sebe — schopnost sebeobnovy, tzn. symetrického typu proliferace, kdy béhem déleni
vznikaji dvé identické burky, nebo asymetrického typu déleni, kdy si jedna burika ponechava plvodni
fenotyp a druha je diferencovana. Tretim typem proliferace je pak samotné diferencia¢ni déleni, kdy

obé dcefinné bunky diferencuji (Wu et al., 2009).

Diferenciaci lze definovat jako proces, pfi kterém se burika béhem vlastniho déleni stava

burikou specializovanéjsi a ziskava pfi tom specifickou strukturu a funkce.

Na pocatku vyvoje kazdého vyssiho obratlovce se nachdzi stadium diploidni zygoty vzniklé
spojenim dvou haploidnich rodic¢ovskych pohlavnich bunék, samci spermie a samic¢iho oocytu. Zygota
sama, stejné jako blastomery vznikajici béhem jejiho raného ryhovani, je oznacovana jako burka
totipotentni, tedy schopna diferenciace do jakékoliv bunécného typu, resp. tkdné, daného jedince
v€etné extraembryonalnich struktur. Ve stddiu 16 bunék dochazi k rozliseni embryonalnich bunék na
trofoblast, pozdéji formujici ¢ast placenty, a embryoblast davajici vzniknout burikdm epiblastu — dale
utvarejicimu samotné embryo, a hypoblastu — tvoficimu zloutkovy vacek. Bunky epiblast se oznacuji
jako pluripotentni, protoze jsou zakladem vsech bunéénych linii utvarejiciho se embrya —jak somatické,
tak zdrodec¢né. Primordidlni zdrodeéné burky vyvstdvajici béhem gastrulace ddvaji pozdéji vzniknout
v saméim embryu spermatogonidlnim kmenovym burnkam. Pluripotentni buriky se podafilo odvodit
z rliznych zminénych vyvojovych stadii v umélych in vitro podminkach, viz Obrazek 1, (shrnuto v Hanna

et al., 2010).
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Obrdzek 1: Vyvojovy plvod pluripotentnich kmenovych bunék

Rlzné pluripotentni bunécné typy Ize ziskat explantaci z riznych stadii raného embryondlniho vyvoje. Multipotentni buriky Ize
ziskat z dospélych jedinct, jako napriklad spermatogonidlni kmenové buriky (SSCs). Indukované pluripotentni buriky se
pripravuji reprogramaci somaticky bunék in vitro. (prevzato a upraveno z Hanna et al., 2010)



Embryonalni kmenové buriky (ESCs)

Pluripotentni ESCs byly poprvé pfipraveny z embryoblastu mysi (Evans a Kaufman, 1981),
prestoZze se ale pUvodnimu zdroji bunék velmi podobaji, napf. expresi charakteristickych gend
pluripotence jako Oct4, Sox2, Nanog (Nichols a Smith, 2009), jiné znaky jako tfeba miru methylace ci
uroven proliferacnich schopnosti nesdili (Meissner et al., 2008). Po injikovani do blastocyst se vclenuji
do embrya, u kterého pak zapficinuji chimérismus. Bylo prokazano, ze diky pritomnosti LIF

(leukemického inhibi¢niho faktoru) a séra, resp. LIF a BMP4 (kostniho morfogenetického proteinu 4),

v kultivaénim médiu je mozné tyto bunky uchovat v nediferencovaném stavu (Ying et al., 2008).

Kmenové bunky epiblastu (EpiSCs)

Jako epiblast oznacujeme bunky formujici jednovrstevné struktury pochazejici z embryoblastu.
EpiSCs se podafilo ustavit in vitro explantaci epiblastu 5,5-7,5dennich mysi v pfitomnosti FGF
(fibroblastového rlstového faktoru) a aktivinu (Brons et al., 2007). Ve srovnani s ESCs exprimuiji
pluripotecni geny v mensi mire, diferencuji do vsech t¥i zarodecnych listl formovanim embryoidnich
télisek — struktur formujicich se i z ESCs kultivovanych in vitro a neorganizované diferencujicich do
vSech tfi zarodecnych vrstev (Itskovitz-Eldor et al., 2000), a jsou schopny generovat teratomy.
Epigenetickd Uroven methylace je opét odlisna od ESCs. LIF na rozdil od BMP4 neinhibuje rlist EpiSCs
(Tesar et al., 2007).

Embryonalni zarodecné burky (EGCs)

EGCs jsou pluripotentni buriky odvozené ze zarodecné linie, konkrétné z PGCs (primordialnich
zarodecénych bunék) — progenitor gonocytl tvoficich v pozdéjsim vyvoji pohlavni buriky. PGCs Ize
izolovat a ustavit in vitro z 8,5dennich embryi mysi za pfitomnosti SF (steel faktoru), LIF a bFGF
(zakladniho fibroblastového ristového faktoru) (Matsui et al., 1992). Pfi injikovani téchto bunék do
blastocyst je mozné detekovat chimérismus, generuji také teratomy pfi subkutdnnim injikovani do

nahych mysi.

Multipotentni adultni zarode¢né kmenové burky (maGSCs)
maGSCs je mozné pfripravit vhodnou kultivaci SSCs (spermatogonialnich kmenovych bunék)
neonatalnich i dospélych jedincli podobnou pripravé ESCs (Kanatsu-Shinohara et al., 2004a), detailnéji
se timto diferencia¢nim potencidlem zabyvaji nasledujici kapitoly. Samotny termin ,,multipotentni“ pak
vyjadfuje schopnost diferencovat do pouze omezené $kdly specializovanéjsich bunék, napr. jako buriky
kostni dfené — hematopeotické kmenové buriky, které jsou progenitory schopnymi diferencovat do

erytrocytl, lymfocytd, krevnich desti¢ek a dalSich druhd krvinek (Yu, 2013).



Indukované pluripotentni kmenové buriky (iPSCs)

Jako iPSCs oznacujeme somatické plné diferencované buriky, u nichZ byla pomoci transdukce
navozena zvysena exprese transkripénich faktori Oct4, Sox2, KIf4 a c-Myc, coZ vedlo k dediferenciaci
do pluritpotentniho stavu (Takahashi a Yamanaka, 2006). Pozdéji byla objevena alternativni kombinace
faktorl Nanog, Lin28, ESRRB, NR5A (Ichida et al., 2009). Takto masivni reprogramacni zasah plné
diferencované buriky se ukdzal jako U¢inny, nicméné zanechava po sobé mnohokrat diskutované stopy
na Urovni epigenetické ¢i stopy po transdukci virem s potencialni mutagenezi (shrnuto v Tavernier et
al., 2013). To pro terapeutické aplikace u ¢lovéka predstavuje velkou prekazku a vyzkum v hledani

alternativnich zdroji kmenovych bunék pokracuje.

Embryonalni bunky karcinomd (ECCs)

ECCs jsou svym plvodem odvozeny od nestabilnich PGCs, pfirozené se proto objevuji béhem
embryonalniho vyvoje a zpUsobuji rakovinné bujeni ¢asté v testikularni tkani. Tyto nadory nazyvame
jiz zminovanymi teratomy, zhoubnou formu potom teratokarcinomy. Objevovat se zacinaji jako shluk
nediferencovanych bunék, ktery pozdéji béhem svého rlstu a postupné diferenciace obsahuje derivaty
vsech tfi zarodecnych vrstev. Této vlastnosti Ize vyuzit uméle k dikazu bunééné pluripotence pomoci
injikovani testovanych bunék do imunodeficientniho kmene nahych mysi (Gordeeva a Nikonova, 2013,

Donovan, 1998).



2. Spermatogonialni kmenové burky

Spermatogonialni kmenové buriky (SSCs) jsou jedinymi burikami zarodecné linie podstupuijici
kontinualni sebeobnovu v priibéhu Zivota jedince. Zaroven v priibéhu diferencia¢niho procesu zvanym
spermatogeneze produkuji samdéi pohlavni buriky, spermie, ¢imz zajistuji jejich produkci po cely Zivot,

jedna se tedy o buriky unipotentni — diferencujici pouze do jednoho bunééného typu.

Jak uz bylo predeslano, plvod SSCs a celé zarodecné linie leZi v PGCs, které se u mysi vyclenuji
z epiblastu 6,5 dpc (dnd post coitum). Poprvé jsou patrné pti vychlipeni zarodec¢ného stvolu z allantois
a v prlbéhu vyvoje se zmnoZuji a migruji do genitdlnich ryh, kde zakladaji progenitory pohlavnich
bunék (10,5 dpc), gonocyty, které se dale vyvijeji v zavislosti na pohlavi plodu. BEhem tohoto procesu
také méni své epigenetické charakteristiky, napr. droven methylace regionu H19. V genitalnich ryhach
samcl formuji pro-spermatogonie a zastavuji svou mitotickou aktivitu az do zhruba patého dne po
narozeni, kdy obnovuji svou mitotickou aktivitu a iniciuji spermatogenezi (shrnuto v Chuma et al.,

2005).

V pribéhu spermatogeneze (Obrazek 2) prochazi spermatogonidlni bunka radou morfologicky
odliSitelnych stadii. V zakladnim méfitku Ize rozlisit typ A, intermedidtni typ a typ B. Typ A lze dale
rozdélit na A (single), Apr (paired) a A, (aligned) a to na zakladé poctu vlastnich klon(, které zGstavaji
spojeny cytoplasmatickymi mosty, nedochadzi u nich k Uplnému dokonceni telofaze bunééného déleni.
Tyto mosty slouzi k vyméné genovych produktd mezi klony a tim synchronizuji jejich vyvoj.
Spermatogonie typu A; Ize potom povaZovat za samotné SSCs, nebot jsou nejméné diferencovanym
stadiem, jejich pocet se odhaduje na 0,02—0,03% z celkového poctu zidrodecnych bunék (shrnuto v

Kanatsu-Shinohara a Shinohara, 2013, De Rooij a Russell, 2000).

Obrdzek 2: Schéma mysi spermatogeneze
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Dulezitym faktorem pro zachovani sebeobnovy SSCs se ukazal byt GDNF (neurotroficky faktor
odvozeny z gliovych bunék)(Meng et al., 2000), FGF2 (fibroblastovy ristovy faktor 2) a LIF (Kanatsu-
Shinohara et al., 2003).

SSCs se pfirozené vyskytuji v mikroprosttedi nazyvaném nika (Obrazek 3). Jedna se o specifické
seskupeni bunék v semenotvornych kandlcich skladajici se ze somatickych, peritubuldrnich myoidnich
a Sertoliho bunék. Recentni studie ukdzala, Ze nediferencované spermatogonie se vyskytuji v nikach
umisténych v mistech blizko peritubularnich myoidnich bunék oddélujicich jednotlivé semenotvorné
kanalky a soucasné tam, kde je tkan vaskularizovand (Yoshida et al.,, 2007). Roli v lokalizaci

pravdépodobné nik hraji i Leydigovy burky (Oatley et al., 2009).

lumen
semenotvorneho kandlku

A

vyvijejici se
spermatida

Sertoliho
burka
tesny spojf

bazdini membrdna
peritubularni
myoidni burika

Obrazek 3: Organizace bunek semenotvorného kandlku

Spermatogeneze probihd ve sméru sipky od bazdlni membrdny smérem do lumen semenotvorného kandlku. Spermatogonie
se nachdzi po strandch, pfichyceny k bazdlni membrdné a v pribéhu spermatogeneze se diferencované buriky presouvaji
doprostred kandlku, kam se pozdéji zralé spermatidy uvolnuji. Vsechny buriky jsou spolu v tésném kontaktu a vzdjemné se
ovlivriuji. Sertoliho bunky jsou navzdjem propojeny pomoci tésnych spoji. (pfevzato a upraveno z Jones a Fuller, 2009)

Techniky rozliSeni SSCs od ostatnich nediferencovanych spermatogonii jsou kvdli
nedostatecnym znalostem molekuldrnich markerl nevyhovujici. Jako zndmé adhezivni molekuly
povrchu SSCs lze uvést ag-integriny a Bi-integriny. Bi-integrin hraje roli v setrvavani SSCs na bazalni
membrané semenotvornych kanalkd. Dalsi specifickou molekulou je E-cadherin, ktery je zapojeny do
soudrznosti béhem bunéénych migraci. Claudiny jsou potom povaZovany za molekuly zajistujici
interakci bunécnych povrchli spermatogonii a Sertoliho bunék béhem migrace smérem do lumen
semetvornych kanalkd. Diferenciace SSCs je také doprovazena narlistem exprese EpCAM. U markera
jako Thyl, CD146 a CD9 zatim neni znama funkce. GFRa-1 (a-1 receptor rodiny GDNF) byl pozorovan

u nediferencovanych spermatogonii. Mezi nespecifické markery pak muizZzeme zaradit molekuly



charakterizujici diferencujici buriky jako c-kit, Stra8 a Smcé6. (shrnuto v Kanatsu-Shinohara a Shinohara,

2013, Zheng et al., 2014)

Klicovym krokem pro experimenty s SSCs je nalezeni protokolu pro pfipravu vhodnych
podminek in vitro umoznujiciho jejich dlouhodobou kultivaci. Prvni takova kultura byla ptipravena u

mysi v roce 2003 (Kanatsu-Shinohara et al., 2003).

Homogenizovand testikuldrni tkan novorozené GFP-znacené (zelenym fluorescenénim
proteinem) mysi byla nastépena kolagendzou a kultivovdna na Zelatinou pokrytych kultivacnich
miskach v médiu obsahujicim GDNF, bFGF, EGF (epidermalni rdstovy faktor) a LIF. Takto se podafilo
pfipravit ESC-podobné kolonie bunék. Po 2—3 pasazich byly buriky umistény na vrstvu MEF (mySich
embryondlnich fibroblastl), kde je bylo moZzné dlouhodobé kultivovat. Ziskané buriky pfipominaly
mitoticky aktivni spermatogonie. Buriky exprimovaly as-integriny a Pi-integriny, EpCAM a EE2 —
spermatogonialni marker (Koshimizu et al., 1995) , velmi slabé potom c-kit — marker diferencujicich
bunék (Rossi et al., 2000). Buriky byly kompletné negativni na SSEA-1 (stadiové specificky embryonalni
antigen 1) — PGC marker (Matsui et al., 1992). Transplanta¢nimi experimenty do semenotvornych
kanalkll neplodnych mysi byla obnovena spermatogeneze. Oocyty oplodnéné ziskanymi spermiemi po
vpraveni do pseudopregnantnich mysi daly vzniknout nové fertilni generaci. Pod UV svétlem, diky

metodé GFP znaceni, bylo mozné verifikovat jeji pavod.

Ziskané bunky byly oznaceny jako GSCs (zarodec¢né kmenové buriky).

Prestoze se z pocatku zdalo, Ze kultivace SSCs vyzaduje pfitomnost podpurnych vrstev, napft.
MEF, nebo Sertoliho bunék, pozdéjsim studie ukazaly, Ze tyto buriky Ize Gspésné kultivovat i bez nich

(Choi et al., 2014).



Dlouhodobé kultury se podafilo také pripravit z dalSich Zivocisnych druhd, jako je krysa, kiecek,
kralik, s kratsi kultivacni schopnosti pak u tura (shrnuto v Kanatsu-Shinohara a Shinohara, 2013).
Kratkodobéjsi kultura byla pripravena u blivola (Kadam et al., 2013), kocky (Tiptanavattana et al., 2013)
a prasete (Han et al., 2009). Kozi SSCs se podatilo imortalizovat (Zhu et al., 2014). Srovnani proliferacni
doby in vitro mQzeme pozorovat v Tabulce 1. U téchto bunék, vyjma kozich, nebyl pozorovan a cilené

testovan jiny druh diferenciace nez po zarodecné linii.

Tabulka 1: Shrnuti vysledki kultivaci SSCs na vybranych zvirecich modelech

Model Max. doba proliferace Skupina
mys >6 mésicl (Kubota et al., 2004)

krysa >7 mésicl (Ryu et al., 2005)

krecek 1 rok (Kanatsu-Shinohara et al., 2008b)
kralik 5 mésicud (Kubota et al., 2011)

kocka 2 mésice (Tiptanavattana et al., 2013)
tur 2 tydny (Nasiri et al., 2012)

koza* >3 mésice (zhu et al., 2014)

bavol 1 mésic (Kadam et al., 2013)

prase 2 mésice (Han et al., 2009)

*kozi SSCs se podafrilo recentné imortalizovat



3. Diferenciacni potencial spermatogonialnich kmenovych bunék

Nasledujici kapitola vénuje pozornost predevsim mysim in vitro kulturdm SSCs, na nichz byly
provedeny klicové experimenty. Zmifiuje i na né navazujici experimenty na lidském modelu, na jejichz

pfipadné aplikované vyufziti je kladen velky dlraz.

Diferenciacni potencial SSCs izolovanych z novorozenych jedinct
V roce 2004 doslo na poli vyzkumu kmenovych bunék k malé revoluci, kdy bylo poprvé
publikovano Uspésné dediferencovani zarodecnych kmenovych bunék (Kanatsu-Shinohara et al.,
2004a), ¢imz tyto bunky nabyly ESC-podobné charakteristiky, tedy znaky pluripotence. Hypotéza

uvazujici, Ze se jedna o SSCs byla pozdéji potvrzena klondalni analyzou (Ko et al., 2009).

Z testikularni tkané novorozenych mysi byla pfipravena kultura podle protokolu k ziskani
dlouhodobé proliferujicich SSCs (Kanatsu-Shinohara et al., 2003), jez je popsan v predchozi kapitole.
Objevovaly se vsak i kolonie bunék, které ndpadné morfologicky pripominaly ESC ¢i kultivované buriky
epiblastu. Ty pak postupné prerostly a v pribéhu kultivace diferencovaly, pokud ale byly kultivovany
v pfitomnosti FCS (fetdlniho teleciho séra) a LIF, morfologické znaky si zachovaly. Kvili absenci GDNF

se z kultury naopak vytratily GSCs, nebot bez néj nebyly schopny sebeobnovy (Meng et al., 2000).

Obrazek 4: Alkalickou fosfatdzou (AP) barvené kolonie pozorovanych bunék
(1) GSCs jsou slabé pozitivni, (2) ESC-podobné bunky jsou stfedné pozitivni, (3) ESCs jsou silné pozitivni. (prevzato
a upraveno podle Kanatsu-Shinohara et al., 2004)
Pfiprava téchto bunék byla reprodukovatelnd u dalsich mysich kmen(, bunky vykazovaly
normalni karyotyp. Od GSCs se liSily androgenetickym imprintingem, ktery prosel c¢asteCnym
smazdanim, nicméné ne kompletnim jako béhem fetalniho vyvoje (Davis et al., 2000). Byla vylouc¢ena

pfitomnost PGC-podobnych bunék ve varlatech a také byla vylouc¢ena pfipadnd shoda s EGCs.

Buriky byly testovany na expresi povrchovych marker( SSEA-1, charakteristicky pro ESCs (Solter
a Knowles, 1978), EE2, Bi1- a as-integrin, CD9, marker spolecny ESCs a GSCs (Kanatsu-Shinohara et al.,
2004b) a EpCAM, marker ESCs a spermatogonii (Anderson et al., 1999). Slabé pozitivni se buriky jevily

pfi reakci s Forssmanovym antigenem typickym pro ESCs (Evans a Kaufman, 1981) a c-kit. ESC-podobné
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buriky byly také silné pozitivné barveny AP (alkalickou fosfatazou) — viz Obrazek 4, jak je zndmo o ESCs

a EGCs (Resnick et al., 1992, Matsui et al., 1992).

Pro ovéreni diferenciacnich schopnosti byla u bunék indukovana diferenciace pomoci nékolika
nasledujicich metod, vytéZznost diferencovanych bunék byla v nékterych ptipadech vétsi nez u ESCs

(Ying et al., 2003).

Kokultivace se stromalni bunécnou linii OP9 (Nakano et al., 1994): Béhem deseti dnl bylo mozné
pozorovat bunky hematopoetické, vaskuldarni a spontanné kontrahujici myocyty, tzn.

mezodermalni struktury.

Kultivace v methylceluléze: V tomto pfipadé byla také vyvolana hematopoéza spolecné

s formovanim embryoidnich télisek.
Kultivace na Zelatiné: Formovany byly nervové i gliové burky, v mensi mife dopaminergni neurony.

U ESC-podobnych bunék byl proveden subkutanni transplantacni test a také transplantace do
semenotvornych kanalkd. Ke generaci teratomU doslo ve vSech pfipadech. Tyto testikularni nadory
obsahovaly derivaty tfi zarodeénych vrstev, dlazdicovy epitel, neuroepitel a svalovou tkan. Po

mikroinjikovani téchto bunék bunék do blastocyst doslo podle océekdvani ke vzniku chimér.

Na zakladé vyse uvedenych zjisténi se predpokladalo, ze v testikularni tkani novorozenych mysi
se zachovava druh bunék schopnych dosahnout multipotentniho stavu. Buniky byly proto pojmenovany
jako mGSCs (multipotentni zdrodecné kmenové bunky), aby bylo mozné odlisit je od GSCs
(zarodecénych kmenovych bunék) diferencujicich pouze do zarodecné linie (Kanatsu-Shinohara et al.,
2003). Nabytim takového stavu burky ale zaroven ztratily schopnost spermatogeneze, a¢ byly
plvodem zarodecné. Tento stav multipotence se navic podafilo navodit pouze u bunék do urcitého

poctu pasazi.

Diferenciacni potencial SSCs izolovanych z dospélych jedincd

Prvni publikované dikazy o tom, Ze SSCs dospélych jedinc jsou také schopny

transdiferencovat do pluripotentniho stavu, byly publikovany v roce 2006 (Guan et al., 2006).

Testikularni bunky izolované z dospélych mysi byly kultivovany za pritomnosti GDNF. UZitim
metody znaceni GFP specifického markeru Stra8 probéhla identifikace spermatogonii (Oulad-
Abdelghani et al., 1996), GFP-pozitivni buniky byly vytfidény pomoci FACS (fluorescencné aktivovaného
tfidéni bunék) a jejich identita verifikovana transplantacnim experimentem, spermatogeneze sterilni

mysi byla po 5-6 mésicich obnovena. Nasledné byly testovany kultivace v rliznych podminkach, vzniklé
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bunécné kolonie se v jednom pripadé podobaly epiblastu, v ostatnich pak koloniim ESCs. Kolonie
nejlépe expandovaly ve standardnich podminkach pro kultivaci ESCs, tzn. s podptrnou vrstvou MEF a

za pritomnosti LIF.

Buniky byly testovany na expresi povrchového markeru SSEA-1 a transkripcniho faktoru Oct4
(Nichols et al., 1998), coz je typické pro nediferencované mysi ESCs, marker SSEA-3 (stadioveé specificky
embryondlni antigen 3), jehoZ absence charakterizuje ESCs (Damjanov et al., 1982), c-kit a dalsi

rozliSujici markery jako Thy1l, Scal, Ter119 a CD34. AP byla silné exprimovana.

Na zakladé téchto testl bylo publikovano, Zze SSCs v kultivacnich podminkach vhodnych pro
ESCs ziskavaji vlastnosti podobné pravé ESCs. Pro odliSeni téchto specidlnich bunék od SSCs byly

pojmenovany jako maGSCs (multipotentni adultni zarodecné kmenové buriky).

Pomoci RT-PCR (polymerazové fetézové reakce s reverzni transkripci) byla také ovéfena

exprese dalsich transkripénich faktort typickych pro ESCs jako Nanog, Utf1, Esgl a Rex1.

Technikou visici kapky (hanging drop) byla u maGSCs vyvolana spontanni diferenciace spojena
s tvorbou embryoidnich télisek a potvrzena Ubytkem GFP-pozitivhich bunék a snizenim exprese vyse
uvedenych transkripénich faktort. Pro ovéreni diferenciace do vsech tfi zarodecnych listl byla

testovana exprese genl a hladina proteinl charakteristicka pro dany list.

Mezoderm: exprese ¢asného markeru brachyury a dalSich specifickych genl a protein( srdec¢ni a

kosterni svaloviny.

Ektoderm: exprese neuroepitelidlniho prekurzoru nestin a dalSich marker( diferencovanych
neuronll, diferenciace dopaminergnich neuron(l, exprese cytokeratinu 10 ptitomného ve

vrtstevnatych epitelech.
Entoderm: znamky diferenciace do hepatocytl a ZluCovodnych bunék.

Subkutannim injikovanim byl u vSech recipientd vyvolan vznik teratomd béhem 6 tydn(.
Teratomy obsahovaly derivaty entodermu, ektodermu i mezodermu. Pro ovéfeni vyvojového
potencidlu byly zmifované bunky injikovany do 3,5dennich blastocyst a transferovany do
pseudopregnantnich mysi. Nasledné byl detekovan chimérismus u narozenych mladat ve velkém

mnozstvi tkani. Kfizenim téchto chimér byl dokazan prenos vloh i na dalsi generaci.

Vysledky tedy poukazaly na to, Ze SSCs by mohly byt samy o sobé multipotentnimi, limitujicim
faktorem v jejich pfirozeném mikroprostiedi by tak mohla byt testikularni nika, kterd by ve varlatech

mohla inhibovat tento potencial.
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Nasledovala fada podobnych experimentll, které se ve vyslednych pluripotentnich
vlastnostech ziskanych bunék ¢astec¢né odlisovaly (Izadyar et al., 2008, Kanatsu-Shinohara et al., 20083,
Seandel et al., 2007, Kanatsu-Shinohara et al., 2004a). Kriticky pohled na tyto experimenty byl
publikovan v roce 2009 (Ko et al., 2009), srovnal jednotlivé experimenty z hlediska uzitych metod, stari
pouZzitych testikularnich tkani, Grovné methylace charakteristicky promotord, miry potence ziskanych
bunék, vysledkd RT-PCR, reprodukovatelnosti danych experimentd a dalsSich faktor(; mimo jiné také
nedostatkl jednotlivych studii. Jak uz bylo zminéno, klonalni analyzou bylo dokazéno, Ze ziskané
pluripotentni/multipotentni buriky pochazeji z unipotentnich adultnich GSCs, rozuméjme SSCs. Oproti
GSCs mély tyto bunky schopnost formovat teratomy a nikoliv podilet se na spermatogenezi, v pfipadé
experimentd skupiny Guan et al. mohlo tedy dojit k testovani dvou rozdilnych druhid bunék, nebot dalsi
testovani mysi s obnovenou spermatogenezi nebylo jiz zmifiovano. Také bylo poukazano na to, Ze mira
androgenetické methylace zjisténd u experimentu skupiny Kanatsu-Shinohara et al. (Kanatsu-
Shinohara et al., 2004a) muze byt v porovnani s ostatnimi experimenty ovlivnéna stafim testikularnich

bunék, coz Ize brat jako vyraznou odliSnost mezi neonatdlnimi a dospélymi GSCs.

Soucasti studie skupiny Ko et al. zminéné o kapitolu vyse byl rovnéz publikovan dikaz, Ze

zarodecné kmenové buriky jsou schopny dosahnout kompletné pluripotentniho stavu (Ko et al., 2009).

GSCs byly ziskany z transgennich mysi, ne starSich 7 mésicl, s GFP-znacenym promotorem
Oct4, specifickym markerem GSCs (Kehler et al., 2004). Kolonie téchto bunék byly kultivovany na
Zelatiné a poté preneseny na podpUlrnou vrstvu MEF. Pomoci RT-PCR byly testovany na expresi Oct4 a
imunohistochemicky na pfitomnost charakteristickych proteinl. Transplantace téchto bunék do
semenotvornych kanalk( sterilni mysi iniciovala spermatogenezi a obnovila plodnost, i kdyz u jednoho
kmene mysi s mensi efektivitou. Teratomy zde nebyly generovany. Bunky si tuto vlastnost zachovaly i
v prlibéhu delsi kultivace. Po zhruba mésic¢ni kultivaci v GSC médiu se na MEF zacaly objevovat kolonie
silné GFP-pozitivni a morfologicky odliSné od GSCs. Buriky byly trypsinizovany a dale kultivovany v ESC
médiu a na podpurné vrstvé MEF. Je tedy zifejmé, Ze subpopulace GSCs byla schopna konverze do ESC-

podobného stavu.

Tyto bunky byly pojmenovany jako gPSCs (pluripotentni kmenové bunky odvozené od

zarodecné linie).

Bunky byly pozitivné testovany na pritomnost AP a SSEA-1. Podobnost ESCs byla potvrzena
také na zakladé RT-PCR a microarray studie, promotory Oct4 a Nanog byly zcela nemethylované. gPSCs
si kompletné zachovaly stabilni androgenetickou methylaci charakteristickych lokus(i shodnou s GSCs,

coz potvrzuje jejich plivod ukazujici na GSCs, oproti somaticky methylovanym ESCs.
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Pro ovéreni diferenciace do tfi zarodecnych vrstev byla formovana embryoidni téliska na
Zelatinou pokrytych kultivacnich miskach. Pozorovan byl mezodermalni marker Flk1 (fetalni jaterni

kindza 1), nervovy marker Tujl. Anti-a-fetoproteinem byly identifikovany derivaty entodermu.

Subkutanni transplantace generovala u athymickych mysi ve vSech pfipadech vznik teratomi
s pritomnosti derivat( vSech tfi zarodecnych listl. Pomoci GFP byl také detekovan chimérismus a

krizenim byl potvrzen pfenos na potomstvo.

Navic byla provedena funkéni analyza gPSCs, kdy byly in vitro generovany funkéni spontdnné
kontrahujici kardiomyocyty (lgelmund et al, 1999) a nervové a gliové bunky jako astrocyty,
oligodendrocyty (Okabe et al., 1996). Ziskané kardiomyocyty byly schopné synchronizovanych
kontrakci, odpovidaly na hormonalni signdly autonomniho nervového systému. Ziskané nervové burky
byly zase injikovany do mozku specialniho kmene mysi trpicich hypomyelinizaci, kde byla pozorovana

myelinizace in vivo.

V zavéru studie je uvaZovdna také existence tzv. mikronik, které by mohly poskytovat
podminky ke vzniku ESC-podobnych kolonii, za pfedpokladu ze jsou vlastnosti okolniho mikroprostredi
optimalni. Podle zjisténi se totiz gPSCs formovaly uprostied kolonii s vysokou expresi Oct4, jez bylo
mozné pozorovat diky znaceni pomoci GFP. Hypoteticky tedy k bunééné konverzi dochazelo jen tehdy,

kdyz bylo GSCs vyseto na kultivacni misku méné.

Shrnutim predchazejicich t¥i kapitol je verifikované zjisténi, Ze unipotentni kmenové burky
zarodecné linie pfitomné v juvenilnich i dospélych varlatech mysi jsou schopné se za relativné
jednoduse ustavitelnych podminek diferencovat do pluripotentniho stavu, tedy do vsech tfi
zarodecnych listd, ¢imZz mohou dat za plsobeni raznych faktor( vzniknout Siroké skale tkani, zaroven

jsou schopny predat svou genetickou informaci dalsi generaci a to bez generace teratomd.
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Navazujici experimenty soustfedéné na lidské spermatogonialni kmenové burky
Nelze proto opominout dalsi ¢ast navazujicich experimentl soustfedénych na zisk podobnych
vysledkll u clovéka, soubéiné s experimenty na mysim modelu probihal vyzkum diferenciacniho

potencialu lidskych zarodecnych bunék.

V roce 2008 se udajné podafilo ptipravit lidské adultni pluripotentni kmenové buriky odvozené
od zdrodecné linie ze spermatogonidlnich bunék extrahovanych z varlat dospélého ¢lovéka (Conrad et
al., 2008). Burniky mély vykazovat mnoho charakteristik shodnych s ESCs, generovat teratomy a
diferencovat do vSech zarodecnych listd. V ¢ervenci 2014 byla ale publikace odvolana, ¢lanek stazen a
v dobé psani této prdce je upravovan na zdkladé novych zjisténi. Cituji, ,Obrdzky prezentované
v puvodni verzi ¢lanku zapricinily, Ze data plsobila robustnéjsim dojmem, neZ poukazuji nové provedené
experimenty. Novd data ukazuji, Ze puvodni zdvéry nejsou tak robustni, jak byly prezentovdny
v puvodnim cldanku (Conrad et al., 2014).“ Pluripotence téchto bunék byla zpochybnéna na zakladé

srovnani genové exprese, vysledky ukazaly podobnost derivatim testikularnich fibroblastl (Ko et al.,

2010).

Dalsi studie uvadi, ze z testikuldrnich biopsii byla zaloZena in vitro kultura SSCs, ze kterych se
podafilo pfipravit lidské multipotentni zarode¢né kmenové buriky (hmGSCs). Ty formovaly embryoidni
téliska obsahujici derivaty tfech zarodecnych linii, vykazovaly normalni karyotyp. Byla u nich
zaznamendna zvysend telomerdzovd aktivita a nékteré specifické markery pluripotence.
Charakteristicky lokus H19 byl vSak hypomethylovan a generace teratomi byla omezend. Nelplnost
pluripotentnich znak(l byla odivodnéna neuplnou reprogramaci plvodnich bunék a poukazala na

nutnost zdokonaleni protokold pro vhodnou kultivaci a reprogramaci (Kossack et al., 2009).

Studie publikovana ve stejném roce predkladala pfipravu pluripotentnich bunék. Z varlat
Clovéka po mozkové mrtvici byla pfipravena kultura zarode¢nych kmenovych bunék obsahujicich SSCs
a/nebo jejich progenitory, navic ale také somatické bunky, od kterych byly burnky formujici ESC-
podobné kolonie izolovany aZz v pozdéjsi ¢asti kultivace. Exprese specifickych markerd podobajicich se
svou urovni ESCs vsak byla pouze docasna. Telomerazova aktivita byla zvysena, karyotyp byl shledan
jako normalni. Technikou visici kapky byla formovana embryoidni téliska diferencujici bunécné
derivaty vsech tfi zarodecnych linii. Subkutdnni injikovani zkoumanych bunék do nahych mysi
generovalo pouze malé druhy teratomu. V zavéru prace uvazuje nedostatky uzité terminologie v ramci
jiz zminovanych experiment(, kdy vyznam pluripotence a multipotence nabyva nekonkrétniho dojmu,
a dale si klade otdzku, zda vSechny SSCs maji potencidl byt reprogramovany ¢i je to jen schopnost jejich

subpopulace (Golestaneh et al., 2009).
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Treti studie publikovana v roce 2010 uvefejnila pripravu in vitro kultury ESC-podobnych bunék.
Testikularni tkan byla ziskana od C¢tyf muzl podstupujicich bilateralni kastraci spojenou s lécbou
rakoviny. Na rozdil od predchozich t¥i experiment( byl béhem pripravy pouzit protokol uzity k pfipravé
dlouhotrvajici kultury proliferujicich SSCs (Kanatsu-Shinohara et al., 2003). Pfesny plvod bunék
ziskanych po kultivaci v ESC podminkdach vSak nebylo mozné urcit, protoze béhem experimentu byla
pouzita smés testikularni kmenovych bunék obsahujici Sertoliho a peritubularni burniky, SSCs byly tedy
pouze predpokladem. Ziskané ESC-podobné buriky exprimovaly markery ESCs a po aplikaci metody
visici kapky formovaly in vitro embryoidni téliska obsahujici neuralni, osteogenni, epitelidlni, myogenni
bunky, dale adipocyty a funkéni pankreatické buriky. Karyotyp byl normalni, methylace specifickych
promotor( byla nizsi. Formovani extenzivnich teratomd u imunodeficientnich mysich vsak nebylo
pozorovano. Ziskané bunky byly tedy povazovdny za multipotentni a bylo poukazano na potfebu

bliz§iho porozuméni reprogramacnimu procesu in vitro u lidskych bunék (Mizrak et al., 2010).

Kritického shrnuti se zminéné ¢lanky dockaly v roce 2011, kdy na zadkladé srovnani vSech
vysledk( byla vyloucena predkladana pluripotence ve vsech pfipadech (shrnuto v Tapia et al., 2011). U
zadného z experimentl nebyla metodicky rozlisena izoforma transkripéniho faktoru Oct4a, ktera je
specifickym znakem pluripotence, oproti Oct4b pfitomné v mnoha tkanich dospélého ¢lovéka (shrnuto
v Wang a Dai, 2010) nebo pseudogenu Oct4P3. V Zadném experimentu také nedoslo k formovani
plnohodnotnych teratomu. Déle byla pouzita ve vSech experimentech kompletni testikularni tkan pro
zalozeni kultury, coZz vnasi nejasnosti do plvodu bunék. Je moiné, Ze se jednalo o derivaty
testikularnich fibroblast(i, nebo 0 MSCs (mezenchymalni kmenové burky) pritomné v krevnim obéhu.

Ziskané ESC-podobné buriky navic nebylo mozné kultivovat delsi dobu.

V roce 2013 byl publikovan ¢lanek o pfipravé pluripotentnich bunék z dlouhotrvajici vysoce
purifikované kultury lidskych adultnich SSCs identifikovanych pomoci SSEA-4 (stadiové specifického
embryondlniho antigenu 4). Buriky v pribéhu kultivace vykazovaly pomaly narist exprese vybranych
markerd ESCs. Byly schopny formovat embryoidni téliska obsahuijici tfi zarodecné listy a v omezené
mife generovat teratomy. Karyotypicky byly normalni. Studie ale byla primarné soustfedéna na
identifikaci vhodnych podminek pro kultivaci lidskych SSCs a postrada dalsi testovani ziskanych bunék

(Lim et al., 2013).

V soucasnosti se vyzkum lidskych SSCs zaméruje smérem vedoucim k nalezeni idedlnich in vitro
podminek a jejich ucinné separaci, vypovidd o tom napfiklad studie realizovand na primatnich

modelech (Langenstroth et al., 2014).
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Nasledujici obrazek (Obrazek 5) zjednodusené nastifiuje potencialni zplsob aplikace SSCs

v moderni mediciné.

Pozadovany
Transplantace bundény typ
lidské kmenové buriky lidské kmenoveé .'
zdaredecné linie pluripotentni buiky ﬁ ‘@}
@ ™) — > ( Bgm) —> S
Biopsie Kenverze S

Diferenciace
bez geneticky modifikaci %}BX

Transplantace

0]
Co
Geneticka modifikace upravujici defelkt

Obrdzek 5: Terapeuticky potencidl lidskych pluripotentnich bunék odvozenych z varlat.

Lidské zarodecné kmenové buriky mohou byt odvozeny od bunék ziskanych z testikuldarni biopsie pacienta a konvertovdny
in vitro do lidskych pluripotentnich kmenovych bunek bez jakychkoliv genetickych modifikaci. Takové buriky by pak byly
diferencovdny do poZadovaného bunécného typu a transplantovdny stejnému pacientovi zpét bez jakychkoliv imunologickych
odmitnuti. Pacientim s onemocnénim genetického plvodu by mohl byt defekt napraven pred samotnou transplantaci.
(prevzato a upraveno z Tapia et al., 2011)
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4. Rizena diferenciace u vyssich obratlovcU

Jako fizenou diferenciaci povaZzujeme takovou, kterd je usmérnéna pomoci rliznych uméle
dodanych faktord k indukci diferenciace do pozadovaného bunééného typu, nebo k otestovani
moznosti takovym zplsobem diferencovat. Tato kapitola zmifuje experimenty provedené na modelu

mysi, krysy, kurete, tura a kozy.

Mezi dalsi experimenty pokracujici ve vyzkumu potence mysich SSCs (Guan et al., 2006) Ize
zaradit Uspésnou transdiferenciaci do funkénich kardiomyocytll (Guan et al., 2007), funkcnich
nervovych a gliovych bunék (Glaser et al., 2008, Streckfuss-Bomeke et al., 2009) a funkcnich
endotelialnich bunék (Cheng et al., 2012). Zkoumana byla i diferenciace do zarodec¢nych bunék (Nolte
et al., 2010) a rendlnich bunék (Heer et al., 2013). Endotelidlni burniky se podafilo pfipravit i z gPSCs
(Kim et al., 2014).

Vysledkem prvni zminéné transdifereciacie byly funkéni mysi kardiomyocyty, které by
v budoucich aplikacich in vivo mohly poslouzit k |écbé nekroticky ¢i apoptotickych srdecnich
onemocnéni a zabranit tak vzniku srdecnich jizev (Guan et al., 2007). Publikovana studie potvrdila
moznost pfipravit kardiomyocyty in vitro a také jejich aplikaci in vivo. Ziskané buriky vykazovaly znamky
ranych stadii vyvoje srdecni svaloviny. Pfi transplantaci nediferencované burky proliferovaly a
diferencovaly do srdecni a hladké svaloviny. Generace tumor(i nebyla béhem meésice po aplikaci
zjisténa. U maGSCs byla metodou visici kapky vyvoldna diferenciace v IMDM (Iscoveho modifikovaném
Dulbeccové médiu) obsahujicim FCS, L-glutamin, neesencialni aminokyseliny, a-monothioglycerol a 3-
mercapto-1,2-propandiol. Po 2-3 dnech byla embryoidni téliska umisténa na Zelatinou pokryté
kultivacni misky a dalsi 2 dny kultivovana. Po celkové pétidenni kultivaci obsahovaly embryoidni téliska
bijici kardiomyocyty v riznych stadiich vyvoje. Ty byly schopné reagovat na vnéjsi podnéty zménou
frekvence kontrakci, mély funkéni bunécné spoje. Vysledky byly tedy srovnatelné s vysledky ziskanymi
pfi diferenciaci ESCs. Nepodafilo se ovsem buriky diferencovat in vivo do funkcnich kardiomyocyt(l jako

za podminek in vitro.

Studie skupiny Glaser et al. poukazala na skutecnost, Ze maGSCs lze vyuZit k pripravé nervovych
a gliovych prekurzord i k pfipravé stabilni kultury NSCs (nervovych kmenovych bunék). Béhem
diferenciace tyto nervové bunky prokazatelné maturovaly do nejrlznéjsich typd neurond a je
pravdépodobné, Ze v zdvislosti na sloZeni diferenciatniho média by bylo moZzné usmérnit tuto
diferenciaci do pozadovaného typu. Podafilo se také pripravit gliové derivaty oligodendrocytalni a
astrocytalni linie aplikovatelné pro myelinizaci in vivo v myelin-deficientnim kmeni mysi. Diferenciace
nervovych prekurzorl byla spontdnné vyvolana béhem tvorby embryoidnich télisek na Zelatinou

pokrytych kultiva¢nich miskach, embryoidni téliska byla po osmidenni diferenciaci umisténa do DMEM
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(Dulbeccova modifikovaného Eagle média) média s inzulinem, lidskym apo-transferrinem, selenidem
sodnym a fibronektinem. Po péti dnech byla jeSté prenesena na kultivacni misky pokryté
polyornithinem, kde byl navic pfitomen progesteron, putrescin a FGF2. Nejefektivnéjsi byla generace
neuronovych prekurzorl za pfitomnosti nogginu. Do gliové linie burky diferencovaly, pokud byly
kultivovany s FGF2 a EGF, poté 4 dny s FGF2 a PDGF (rlstovy faktor odvozeny od krevnich desticek).
Termindlni diferenciace bylo dosazeno pfidanim 3,3,5-trijodo-thyroninu a vitaminu C. Naslednym
odebranim rastovych faktort na 4 dny doslo k rozdiferencovani dalSich subtyp( jednotlivych bunék

(Glaser et al., 2008).

K podobnym vysledk(im dospéla i druha skupina diferencujici maGSCs fizené do nervové linie.
maGSCs byly nejprve kultivovany na podplrné vrstvé MEF v pritomnosti média standardniho pro ESC.
Pro indukci diferenciace byla vrstva MEF odstranéna a buriky umistény do NSC média s bFGF a EGF.
Vzniklé bunécné agregaty byly umistény na Zelatinu na 10-18 dni. Béhem této doby ¢ast bunék zménila
svou morfologii a zacaly se podobat nervovym progenitoriim. Diferenciace funkénich neuron( pak byla
vyvoldna umisténim do N2B27-1 média s bFGF, FGF8b (fibroblastovy rlstovy faktor 8b) a shh (sonic
hedgehog). Posledni dvé slozky mély usmérnit diferenciaci smérem k dopaminergnim a serotonergnim
neurontim (Ye et al., 1998). Po jednodenni kultivaci, byly tyto faktory odebréany k docileni maturace
diferencovanych neuroni. Bylo tak prokazano, Ze pridanim specifickych rdstovych faktort lze

konkrétné zacilit k diferenciaci urcitého bunééného typu (Streckfuss-Bomeke et al., 2009).

Studie zamérené na generaci endotelidlnich bunék by mohla v medicinskych aplikacich pfispét
k 1é¢bé ischemie, trombdz, aterosklerdzy nebo také cévnich poranéni (Cheng et al., 2012). Kokultivaci
maGSCs se stromalni kulturou OP9 se podafilo pripravit kardiovaskularni progenitory, Flk-pozitivni
buniky. Tyto bunky kultivované na kolagenu IV za ptitomnosti VEGF (vaskularni endotelidlni rastovy
faktor) exprimovaly pokrocilejsi endotelidlni markery. Byly schopné také formovat sitovité struktury.
Ziskané Flk-pozitivni buriky bylo mozné delsi dobu kultivovat pfi zachovani kontaktni inhibice. maGSCs
byly nejprve kultivovany v IMDM obsahujicim FCS a monothioglycerol. Po pétidenni kultivaci byly
pfeneseny na kolagen IV a Flk-pozitivni buriky vyizolovdny pomoci FACS a znacenim protildtkami. Byly
testovany i daldi bunééné podklady, na kolagenu IV ale prosperovaly nejvice. Diferenciace byla

indukovéana na kolagenu IV v EGM-2 (endotelidlnim ristovém médiu 2) obsahujicim VEGF.

Dalsi studie zamérena na buriky endotelu vychazela z protokolu pfipravy gPSCs. Podafilo se tak
pfipravit tubuldrni struktury podobné cévam (Kim et al., 2014). Mysi gPSCs byly kokultivovany se
stromalni kulturou OP9 za pfitomnosti VEGF-A (vaskuldrniho endotelidlniho rlstového faktoru A),
béhem 43 dnl byly zformovany charakteristické kolonie bunék podobnych endotelidnim burikam. Ty

byly nasledné vysety na Zelatinu, ¢i kolagen IV, kde vytvarely specifickou dlouhodobé pretrvdvajici
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jednovrstevnou strukturu. Pro indukci formovani cévam podobnych utvar( byly buriky pfeneseny na

matrigel za pfitomnosti VEGF a byl jim dodan acetylovany LDL lipoprotein (Glaser et al., 2008).

Publikace z roku 2010 ukazuje, Ze maGSCs bylo mozné diferencovat zpétné i do zarodecnych
bunék, resp. samcich haploidnich bunék. Aplikovat tyto postupy by bylo mozné kupfikladu ve
Slechtitelstvi nebo |é¢bé neplodnosti. Zkoumané bunky byly transfekovany dvéma konstrukty pro
identifikaci stadia jejich diferenciace, premeiotickym pomoci Stra8-EGFP a postmeotickym pomoci
Prm1-DsRed. Indukce diferenciace byla v tomto pfipadé vyvoldna kyselinou retinovou. Ziskané
haploidni buriky po mikroinjikovani do oocyt( vytvarely 2- a 4-bunécna zygotni stadia, po transplantaci
do pseudopregnantnich mysi byl vSsak bunécny plvod prokazan pouze u nepatrného poctu nové

narozenych mysi (Nolte et al., 2010).

Realizovana byla také studie potvrzujici schopnost diferenciace mysich SSCs do progenitor(
renalnich tkani. Kondiciované médium z lidskych ledvinnych fibroblastl indukovalo u SSCs expresi
endotelidlnich a epitelidlnich bunécénych linii spojenych s nefrogenezi. Ziskané bunky znacené pomoci
GFP v kulture ex vivo byly schopny funkéniho vélenéni do vyvijejici se tkané ziskané z mysich embryi,

histologicky pak byl prokazan podil na tvorbé ranych nefrond (Heer et al., 2013).

Na krysim modelu byl rovnéz realizovan experiment dokazujici schopnost neuralni diferenciace
SSCs. Ty byly odliseny na zékladé pfitomnosti as-integrinu pomoci MACS (magneticky aktivovaného
bunécéného tridéni) a kultivovany na podplrné vrstvé MEF a za pfitomnosti LIF. Pluripotentni burky
byly identifikovany na zakladé barveni AP a exprese marker( nediferencovanych bunék. Vybrané buriky
byly ddle rozdiferencovany indukénim DMEM médiem obsahujicim EGF, bFGF, B27, N2 suplement a
transretinovou kyselinu béhem 8 dnl. Imunohistochemicky byla potvrzena pfitomnost
dopaminergnich nervovych marker. Po injikaci in vivo byly tyto buriky detekovatelné Ctyfi tydny a
jevily zndmky morfologickych zmén a migrace. Patrné byly i behaviordIni zmény krys, u kterych byla

pred aplikaci navozena neurodegenerace simulujici Parkinsonovu chorobu (Liu et al., 2012).

V roce 2010 byly provedeny experimenty u kutat, jakoZto vyznamného modelového organismu
vyvojové biologie, ovértujici schopnost fizené diferencovat (Li et al., 2010) v navaznosti na podobné
experimenty u savcl. SSCs byly izolovany z varlat 18-20dennich kufecich embryi a vysety na podplrnou
vrstvu kurecich embryonalnich fibroblast(l. Po dvoutydenni kultivaci byla identita SSCs ovéfena pomoci

pozitivniho barveni AP a imunohistochemicky na pfitomnost SSEA-1. Bunky byly dale kultivovany
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v DMEM médiu, tfi typy Fizené diferenciace in vitro byly vyvolany pomoci nasledujicich faktor( a

bunécné derivaty nasledné ovéreny barvenim, imunohistochemicky nebo pomoci RT-PCR.

Diferenciace do osteoblastl: Indukce byla vyvoldna dexamethasonem, p-sodnou soli

vv v

glycerolfosfatu a vitaminem C. Po 15, resp. 21 dnech diferencovalo Uspésné 75 — 80 % bunék.

Diferenciace do neuronu podobnych bunék: Indukci vyvolala kyselina retinova a 3-isobutyl-1-

vv v

methylxanthin. Po 3, resp. 7 dnech diferencovalo Gspésné 78 — 85 % bunék.

Diferenciace do adipocytd: Indukénimi faktory byly dexamethason, inzulin a 3-isobutyl-1-

methylxanthin. Po 7 dnech Uspésné diferencovalo 85 % bunék (Li et al., 2010).

Diferenciacni potencial SSCs byl testovan i u tura domaciho (Qasemi-Panahi et al., 2011).
Testikularni zarodecné bunrky izolované ze ¢tyfmésicnich telat byly 7 dni kokultivovany se Sertoliho
burikami v DMEM médiu. Sertoliho burky byly v tomto pfipadé pouZity i jako podpurna vrstva. SSCs
formuijici kolonie byly odliSeny na zdkladé znaceni protildtkami k Oct4-pozitivnim bunkam. K indukci
diferenciace bylo uzito DMEM médium bohaté na glukdzu, dale obsahujici FBS (fetalni bovinni sérum),
béznd antibiotika, askorbat-2-fosfat, B-glycerolfosfat a dexamethason. Po 21 dnech bylo moziné
barvenim alizarinovou cerveni pozorovat mineralizaci (Sila-Asna et al., 2007) prokazujici diferenciaci

do osteoblastu.

Zvlastnim pripadem je recentné imortalizovana kultura kozy (Zhu et al., 2014). Kozi mSSCs byly
izolovany z dospélych jedincl a kultivovany v DMEM médiu za pfitomnosti FBS. Imortalizovany byly
pomoci SV40 T antigenu a Bmil gen(, coz vice nez tfikrat posililo jejich proliferacni schopnosti. Ziskané
buriky exprimovaly markery SSCs i markery pluripotence. Spontanné diferencovana embryonicka
téliska na Zelatiné jevila znamky diferenciace do osteoblastli, chondrocytd, neuronim podobnych
bunék a adipocyt. Rizené pak byla potvrzena diferenciace do mezodermu, endodermu, ektodermu i
zarodecné linie. Podobné diferencovaly bunky i in vivo po xenotransplantaci do kutrecich embryi.
V semenotvornych kanalcich navic neprodukovaly teratomy, jak bylo ocekavano, ale vclenily se do

poskozené tkané.
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Zaveér
Zavérem celé prace lze fici, Ze spermatogonialni kmenové buriky disponuji potencidlem, ktery
zasluhuje dalSiho vyzkumu. Jejich optimalni kultivaci Ize ziskat zdroj pluripotentnich bunék a to bez

zasah(l do bunééného genomu jako v pripadé indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék.

Pokud by se podafilo dosahnout podobnych vysledk( u ¢lovéka jako na mysim modelu,
znamenalo by to vyznamny posun ve védé i mediciné vedouci naptiklad k feSeniimunologickych rejekci
transplantovanych orgdnl nebo alternativnim zdrojim pluripotentnich bunék; na uzivani lidskych
embryondlnich bunék ve vyzkumu se nahlizi v mnoha smérech kontroverzné. Pokrok by byl

vvvvvv

odvétvich biologickych véd.

Soucasny trend ukazuje, Ze v nejblizSich letech bude klicové najit dalsi molekularni markery
slouzici ke spolehlivéjsi identifikaci spermatogonidlnich kmenovych bunék a predevsim pak vhodné
in vitro podminky pro jejich kultivaci a to individudlné pro kazdy zkoumany Zivocisny druh. MGzeme
pozorovat, Ze aplikace metod uZitych u hlodavch nepfinasi stejné vysledky jako u vétsich
hospodarskych zvirat a u ¢lovéka. Nasledné bude dilezité spravné porozumét jednotlivym zplsobim
regulace mechanism( ovliviujicich diferenciaci v jednotlivé bunécné typy a zacilit je vhodné tam, kam

bude zapotrebi.

Na zdkladé dosud realizovanych experimentl se mi nepodafilo najit tendence spontanni
diferenciace in vitro, které by spermatogonidlni kmenové buriky uprednostiovaly. Vysledky vsech
zminovanych experimentd vypovidaji pouze o diferenciaci do vSech tfi zarodecnych vrstev, tedy
entodermu, mezodermu a ektodermu. Je tfeba také Fici, Ze dosavadni poznatky ziskané pomoci
fizenych diferenciaci naznacuji skute¢nost, Ze zacilit diferenciaci na konkrétni bunécny typ se nezda byt

tak obtizné, jako pochopit mechanismy, na zadkladé kterych tyto buriky funguiji.
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Seznam zkratek

AP alkaline phosphatase alkalickd fosfataza

bFGF / FGF2 basic fibroblast growth factor zakladni fibroblastové ristovy faktor

BMP4 bone morphogenetic protein 4 kostni morfogeneticky protein 4

CD146 cluster of differentiation 146

DMEM Dulbecco’s modified Eagle's medium Dulbeccovo modifikované Eagle
medium

dpc day post coitum den post coitum

EGF epidermal growth factor epidermalni rdstovy faktor

EGFP enhanced GFP zesileny GFP

EGM-2 endothelial cell growth medium-2 endotelidlnim rdstovém médiu 2

EpCAM epithelial cell adhesion molecule

ESRRB estrogen-related receptor beta

FACS fluorescence-activated cell sorting fluorescencné aktivované tridéni
bunék

FBS / FCS fetal bovine / calf serum fetalni bovinni / teleci sérum

FGF fibroblast growth factor fibroblastovy ristovy faktor

FGF8b fibroblast growth factor 8b fibroblastovy ristovy faktor 8b

Flk1 fetal liver kinase 1 fetdlni jaterni kindza 1

GDNF glial cell-derived neurotrophic factor neurotroficky faktor odvozeny
z gliovych bunék

GFP green fluorescence protein zeleny fluorescenc¢ni protein

GFRa-1 GDNF receptor a-1 a-1 receptor rodiny GDNF

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium | Iscoveho modifikované Dulbeccovo
médium

KIf4 kruppel-like factor 4

LIF leukemia inhibitory factor leukemicky inhibi¢ni faktor

MACS magnetic-activated cell sorting magneticky aktivované bunécéné
tridéni

MEF mouse embryonic fibroblasts mysi embryonalni fibroblasty

Oct3 / Oct4 octamer-binding transcription factor 4

PDGF platelet-derived growth factor rastovy faktor odvozeny od krevnich
desticek

RT-PCR reverse transcription polymerase polymerdzova fetézova reakce

chain reaction s reverzni transkripci

SF / SCF steel factor steel faktor

Shh sonic hedgehog

Sox2 sex determining region Y

SSEA-1 / SSEA-3/ | stage specific embryonic antigen 1 /3  stadiové specificky antigen 1/ 3 /4

SSEA-4 /4

Thy1 / CD90 cluster of differentiation 90

Utfl undifferentiated embryonic cell

transcription factor 1

VEGF-A vascular endothelial growth factor A vaskularni endoteliadlni rdstovy faktor

A
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