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Abstrakt

Neuralni liSta je tranzientni struktura formujici se v rdmci procesu neurulace,
zahy podstupuje zménu fenotypu béhem epitelo-mezenchymalni tranzice. Nasledné
buriky neuralni liSty delaminuji a migruji kolektivné i individualné do mist svého urceni,
kde diferencuji v Siroky repertoar mezenchymalnich i non-mezenchymalnich buné¢nych
typu.

Tato prace si klade za cil provérit skutecny diferenciacni potencial téchto bunék
na zakladé klicovych in vitro experimentl. Bunikky neuralni listy vykazuji nejen vysoce
migratorni chovani, ale i znaky kmenovosti, a to svou multipotenci a sebeobnovovaci
kapacitou. Rovnéz zodpovidam otazky bunécné potence na irovni populace neuralni listy
i podél anterior-posteriorni osy.

Bylo nezbytné objasnit podstatu udalosti vedoucich k indukci, specifikaci, epitelo-
mezenchymalni tranzici a migraci bunék neuralni liSty, ponévadz jsou pro diferenciacni
potencial téchto bunék rozhodujici. Velkou roli jak v diferenciaci, tak i v predchazejicich
procesech hraje genova regulacni sit zahrnujici vzajemné se ovliviiujici signalni kaskady.
Studium chovani a diferenciace migratornich i post-migratornich bunék neuralni listy

je vyznamné pro vyzkum zabyvajici se regenerativni medicinou a dokonce i moZnostmi

1é¢by rakoviny ¢i neurokristopatii.

Kli¢ova slova: neurdlni liSta, multipotence, migrace, diferenciace, kmenové buriky



Abstract

The neural crest is a transient structure formed during the neurulation which
undergoes change of phenotype in the process of epithelial-mesenchymal transition.
Subsequently, neural crest cells delaminate and migrate collectively and individually
to their place of destination, where they differentiate into a broad repertoir
of mesenchymal and non-mesenchymal cell types.

This thesis aims to examine true differential potential of these cells based on crucial

in vitro experiments. Neural crest cells show not only high migration potential, but also
stem cells characteristics like multipotency and self-renewal capacity. I also provide
answers to questions about cellular potency at the level of neural crest population
and along anterior-posterior axis.
It was necessary to clarify the essence of events leading to induction, specification,
epithelial-mesenchymal transition and migration of neural crest cells, since they are
crucial for their differentiation potential. A major role in differentiation as well as
in previous processes plays the gene regulatory network which is comprised of mutually
affecting signalling pathways.

Studying the behaviour of migratory and post-migratory neural crest cells
isimportant for the research of regenerative medicine and even cancer

and neurocristopathic treatment.

Key words: neural crest, multipotency, migration, differentiation, stem cells
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1. Uvod

Neuralni liSta je tranzientni struktura tvorena populaci bunék, jeZ jsou formovany
ve vyvijejicim se embryu v oblasti na pomezi neuralni desticky a non-neuralniho
ektodermu. Jedna se o strukturu ve své podstaté dosti unikatni, jelikoz
ve velké mire prispiva k vyvinu obratlovcii do podoby takové, jak ji dnes zname.

Bunky NL podstupuji brzy po gastrulaci epitelo-mezenchymalni tranzici, coz je proces,
pri némz dochazi ke zméné bunécného fenotypu, separaci a emigraci bunék z neuralniho
epitelu.

Nasledné buiiky NL migruji kolektivné i individualné nasledujice stereotypni drahy
do cilovych oblasti, v nichZ se usadji, a jakoZto progenitorové buniky davaji vznik mnoha
typtm derivatl. Buniky NL vykazuji ur¢itou miru samoobnovovaci kapacity a jsou schopny
diferencovat v Siroké spektrum bunécnych typti, mezi neZ patii nervové bunky a glia
periferni nervové soustavy, pigmentové a endokrinni buiiky, dale butiky kostni a pojivové
tkané oblicejové Casti a dalsi.

Z téchto divoda byva NL oznacovana za tzv. ¢tvrty zarodecny list, pirestoze jeji ptivod
je prokazatelné ektodermalni.

Cilem této prace je ziskat vSeobecny prehled o dané problematice a porozumét
procestim, které vedou k indukci, epitelo-mezenchymalni tranzici, delaminaci, nasledné
migraci a zejména schopnosti bunék diferencovat ve vyse zminované bunécné typy,
pochopit, jakou roli v tomto procesu hraji enviromentalnimi faktory, a na zakladé
recentnich in vitro experimentti pokud mozno ozrejmit, co je pro diferencia¢ni potencial
migratornich a post-migratornich bunék NL klicové.

RovnéZ je nezbytné objasnit otazky nastolené v poslednich desetiletich, a to zda-li jsou
buiikky NL skute¢né multipotentni, ¢i je jejich potencidl omezen jiZ v brzkém stadiu,
a jakym zputsobem je koordinovana genova regulacni sit ridici jejich chovani.

Dale je na misté predstavit mozny terapeuticky potencial progenitorovych bunék neuralni
listy pro lécebné aplikace, pripadné jako zdroj novych poznatki tykajicich

se chovani bunék nadorovych, s nimiz bunky NL sdili jisté charakteristické znaky.



2. Historické milniky

NL byla poprvé popsana v kurecim embryu v roce 1868 Wilhelmem Hisem, ktery uvedl
jejl mozny nazev ,Zwischenstrang, volné preloZeno jako ,mezipruh® coZ odkazuje
na polohu bunék NL. Rovnéz zaznamenal, Ze jeji bunlky prispivaji k tvorbé spinalnich
ganglii a nervovych bunék Zelatinové substance Sedé hmoty misni (His, 1868).

Dal$im priikopnikem v objevech spojenych s NL byla Julia Platt, ktera prisla mimo jiné
s teorii, Ze tyto bunky prispivaji k tvorbé visceralni chrupavky kraniofacialniho
a branchialniho oblouku a dentin formujicich bunék zubii. Nicméné jeji prace se setkala
s vinou nesouhlasu, jez byla potlacena az o nékolik desitek let pozdéji (Platt, 1890;
cit. dle Hall, 1988).

Do poptedi zajmu védci se NL dostala v roce 1950 zejména diky Svenu Horstadiovi.
V ramci rozvijejictho se oboru experimentalni embryologie byly provadény extirpacni
experimenty pomahajici rozeznat derivaty vzniklé z bunék NL, a to nejcastéji ablaci
(Horstadius, 1950; cit. dle Bronner a Simdes-Costa, 2016). Experimenty vyuZzivajici
metody hybridizace a embryondlni transplantace sledujici napfiklad chovani
chromatofor pak zase umoznily pochopeni zakladnich migratornich vzora (Twitty a Niu;
1948).

V druhé poloviné dvacatého stoleti zaziva vyzkum zabyvajici se NL rozmach vlivem
stale se zdokonalujicich technik. Jednou z nich bylo vloZeni stépt NL z 3H- thymidinem
znaceného embrya do neznaceného hostitele, coZ umoznilo sledovat osud migrujicich
bunék (kupi. Weston, 1963). Zasadni prevrat v identifikaci derivatti bunék NL zpisobila
technika izolace krepel¢iho neurdlniho primordia a nasledného vloZeni do kuieciho
embrya. V dlisledku rozdilné stavby kirepel¢iho jadérka totiZ miizeme tyto migrujici bunky
snadno rozlisit (Le Douarin a Teillet; 1973). V otazkach tykajicich se diferencia¢niho
potencidlu bunék se zase uplatiiuje pouZiti technik klonani analyzy (Obr. 6; Cohen
a Konigsberg, 1975).

Od extirpacnich experimentii (Horstadius, 1950; cit. dle Bronner a Simdes-Costa,
2016) pres techniky radioaktivniho 3H-thymidin (Weston, 1963) az po moderni
tzv. confetti technologie znaceni (Baggiolini a kol., 2015) NL stale zlistava atraktivnim

tématem vyzkumu.



3. Evoluc¢ni piivod neuralni listy

NL nachazime u vSech obratlovci, jeji ptivod je vSak otazkou. Spadajice do kmenu
strunatcli predchdzi obratlovcim podkmeny (souhrné nazyvany Protochordata)
plasténci, reprezentovani sumkami, a bezlebecni, reprezentovani kopinatcem, pricemz
prvni z uvedenych vykazuji télni plan strunatcti pouze v larvalnim stadiu.

Z toho, co dnes vime, lze vyvodit, Ze Protochordata postradaji NL v uZsim slova smyslu,
ackoliv s obratlovci sdili nejen podobné morfologické znaky jako chordu, segmentovanou
svalovinu a hibetni nervovou trubici (Gans a Northcutt, 1983), ale i aspekty genové
regulacni sité, jeZ jsou ve vyvoji obratlovcli ve zna¢né mire konzervovany (Yu a kol,,
2008).

NL témér jisté sehrala klicovou roli v brzkém evolu¢nim vyvoji ,nové hlavy“
obratlovct. Jak jiz vime, NL a epidermalni plakody obratlovcl davaji vznik mimo jiné
mnoha senzorickym i pojivovym strukturam. Je tedy mozné nalézt urcitou podobnost
s NL v epidermalni nervové siti Protochordat, kterd slouzi ke kontrole funkce brv
pri prijimani potravy filtraci. Evolu¢ni tranzice v obratlovce je spojena s prechodem
od pasivniho zptlisobu Zivota k aktivni predaci. (Gans a Northcutt, 1983)

Nejnovéjsi fylogenetické studie prezentuji plasSténce jakoZto nejbliZsi skupinu
obratlovcii (Swalla a Smith, 2008). U plasténcti dokonce nachazime i bunky se schopnosti
migrovat z nervové trubice a davat vznik buntkdm pigmentovym (Jeffery a kol., 2004),
avSak pritomnost evolucnich prekurzorti NL u predchiidci obratlovci je stile dosti

diskutabilni.



4. Vznik a vyvoj neuralni liSty

4.1 Indukce a specifikace

Ektoderm obratlovcd dava v

pribéhu procesu neurulace vznik tfem

strukturam, a sice neuralni trubici, epidermis a NL (Obr. 1). VSeobecné uznavany fakt

tvrdi, Ze k indukci NL dochazi v oblasti mezi neuralni destickou a non-neuralnim

ektodermem béhem gastrulace, k ¢emuZ je zapotiebi tkanova interakce mezi témito

dvéma strukturami (Rollhduser-ter Horst, 1977). Na druhou stranu bylo prokazano,
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Obrazek 1.: Proces neurulace: Ektoderm

a paraxidlni mezoderm podilejici
NL je

umisténa mezi neurdlni destickou a non-

se na tvorbé neurdIni desticky.

neurdinim ektodermem. Dochdzi k fuzi
neurdlnich valii a vzniku nervové trubice.
Buriky NL nalezneme v dorzdlnim regionu
nervové trubice, poté podstupuji EMT,
delaminaci a ndslednou migraci (upraveno
dle Rollhduser-ter Horst, 1977; Selleck
a kol.,, 1993).

ze u kurectho embrya probihd determinace
NL jesté pred samotnym zaloZenim neuralni
desticky (Basch a kol, 2006). V minulosti
nebylo snadné rozliSit indukci NL a neuralni
indukci zahrnujici formovani nervového
systému, jejichZ nezavislost dnes jiZ osvétluje
fada studii (Wawersick a kol., 2005).

Pri  vzniku i wvyvoji NL hraje
nezastupitelnou roli GRS zahrnujici indukéni
signaly, jmenovité BMP, Wnt, FGF a Notch,
jez ustanovuji neuralni

okraj desticky

upregulaci transkripénich faktori jako
Msx1/2, Pax3/7, AP-2, Zic. Tyto specifikatory
okraje neuralni desticky zase upreguluji geny
jako Slug/Snail, FoxD3, Id, c- Myc a geny SoxE
(shrnuto v Meulemans a Bronner-Fraser,
2004; Monsoro-Burq a kol., 2005). Dle mnoha
studii byla za pri¢inu indukce povaZovana
reakce ektodermu na intermediatni hladinu
BMP, kterou urcuji antagonisté jako napf.
chordin anoggin (Marchant a kol, 1998).
Dnes je vSak znamo, Ze BMP, a¢ nesporné
dtlezity, nepiisobi sam (kupfi. Endo a kol,

2012).



4.2 Epitelo-mezenchymalni tranzice a delaminace

Jedna se o dva propojené a na sobé zavislé procesy, leC jejich priibéh a ¢asova

posloupnost je v ramci regionalizované struktury NL znacné variabilni (kupt. Theveneau
akol., 2007).]ak je vSeobecné znamo, delaminaci rozumime odlouceni vrstvy bunék, ktera
se synchronné rozdéli a vytvori uvnitt dutinu pro dals$i migrujici buriky.
Naproti tomu epitelo-mezenchymalni tranzice je soubor molekularné tizenych procesu
vedoucich ke zméné fenotypu bunék z epitelového na mezenchymalni. EMT je nutnym
predpokladem pro naslednou bunécnou migraci a jeji pribéh je pro diferenciacni
potencial bunék NL zcela klicovy. Tento proces zahrnuje cytoskeletalni preskupeni,
rozvolnéni bunécnych spojii, ztratu apikalné-bazalni polarity bunék, kontrakci
bunécného protazeni, rozpad bazalni laminy a zmény v bunécné adhezi (Ahlstrom
a Erickson, 2009; shrnuto v Thiery a kol., 2009).

Zahajeni EMT probiha vlivem a vzajemnou interakci extracelularnich signalt jako
napt. BMP, jenZ je modulovan nogginem (Sela-Donnenfeld a Kalcheim, 1999), a Wnt
(Burstyn-Cohen a kol.,, 2004). Dale pak se na tomto procesu podili také komponenty
extracelularni matrix jako kyselina hyaluronova (Zoltan-Jones a kol., 2003), které naopak

reguluji expresi transkripénich faktorli, konkrétné Snaill, Snail2 (Barrallo-Gimeno

jmenované zmény (Obr. 2). Dﬁleiitjrm hybatelem je rovnéZ zména exprese
transmembranovych proteinti kadherini, ktera je napii¢ druhy obratlovcl i fazemi
migrace variabilni, vzhledem k tomu, Ze je zodpovédna za kontaktni inhibici (Scarpa a kol,,

2015; Huang a kol., 2016).

r _ Specifikace neuralni listy ]
;,:_Kontrnla BC/delammace r—— EMT/mlgrace —jﬁmfemnuaw ,‘:
Snail Snail ~ Snail? : TFs?
Yy F 1 Snail Snail FoxD3 FoxD3 FoxD3  Snail? ARY
; Claudins/ TCx43al
21 CyklinD1/ 3 . 7 Eph Robo- N
P Riis T E-Cad {Cadéb N-Cad Cad7 Integrin-g1  MMPS ~ Ep g“to p
Pocatek Zména tésnych Zména exprese Exprese integrind Receptory pro
delaminace spojii ve vodivé kadherind 1. typu na II. a/nebo MMPS navddéci molekuly

Obrdzek 2.: Specifikace NL: Buriky podstupuji EMT, indukci vstupu do S-fdze bunécného
cyklu umoZiiujici delaminaci a ndsledné i migraci (upraveno dle Sauka-Spengler a Bronner-
Fraser, 2008).



4.3 Migrace a diferenciace

Po specifikaci buiiky NL delaminuji a migruji z dorzalniho regionu nervové trubice
do cilovych mist. Samotnd migrace probihd u savci béhem uzavirani nervové trubice,
které postupuje v rostro-kaudalnim smeéru (Nichols, 1981), zatimco u ptakl aZ po jejim
uzavieni (Selleck a Bronner-Fraser, 1995). Naproti tomu u ryb je migrace uskute¢néna
prednimozek pomoci ztluSténi na pomezi neuralni desticky

a epidermis (Sadaghiani a Vielkind, 1989). NL je

Stiedni mozek

Zadni mozek

mozné regionalizovat uvedenym zptisobem (Obr. 3).

4.3.1 Trupova oblast

Faryngealni oblouky

Buiiky této oblasti u ptakti a savci migruji
Srde¢ni
lista
S4

Vagalni
lista

vedvou proudech, a sice ventralni cestou pres
anteriorni c¢ast sklerotomd, pricemz takto migrujici
buniky jsou prekurzory pro sympaticka a spindlni
Tr;‘g‘;"é ganglia a gliové buriky, a cestou dorzolateralni mezi

somity a ektodermem pak migruji presumptivni

pigmentové buiiky kolonizujici epidermis (Rickmann

a kol., 1985; Weston, 1963).

Lumbosakralni
lista

U obojzivelnikli tyto butiky migruji nejcastéji mezi

somitem a nervovou trubici, minoritné pak i lateralné
(Collazo a kol. 1993), zatimco u ryb je tatdZ migratorni
cesta doplnovana druhou, ktera prochdzi mezi
Obrazek 3.: Regionalizace NL podle somity a ektodermem (Raible a kol., 1992).
urovné somitii (upraveno dle
Gilbert, 2013). Pro spravny priibéh migrace je vyzadovana
interakce mezi bunikkami a jejich prostredim.
Signaliza¢ni draha zahrnujici receptory Eph rodiny a ephrinové ligandy vymezuje cestu
bunék migrujicich ventralné, jakoZz i podnécuje migraci melanoblasti v pozdni
dorzolateralni viné (Santiago a Erickson, 2002). DalSi ze zapojenych drah sestava
zligandu Sema-3F a receptoru Nrp-2 navadéjici bunécnou migraci pres anterior
sklerotomii (Gammill a kol., 2006). V neposledni fadé dermatomyotom exprimuje ligand
Slit a casné migrujici bunky zase receptor Robo, jejichZ vzajemna interakce takto

zamezuje pruniku bunék v dorzolateralnim sméru (Jia a kol., 2005).



Signalizace ale zdaleka neni jen represivni, ventralné migrujici bunky oblasti trupu
vykazuji chemotaktické chovani v zavislosti na interakci exprimovaného CXCR4
receptoru a ligandu SDF-1 (Kasemeier-Kulesa a kol., 2010).

Proces diferenciace je podminén piitomnosti tzv. genovych baterii, coZ jsou sady genti
udélujici buiikdm identitu. Ty jsou aktivovany transkrip¢nimi faktory, z nichz za zminku
stoji SoxE rodina zahrnujici napt. Sox10, jenZ je nezbytny pro difereniaci v neurony, glia

a melanocyty (Obr. 4; shrnuto v Sauka-Spengler a Bronner-Fraser, 2008).
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Obrazek 4.: llustracni schéma vybranych transkripcnich faktorti zahrnutych v diferenciaci
bunék NL (upraveno dle Sauka-Spengler a Bronner-Fraser, 2008).

BMP exprimovany v oblasti dorzadlni aorty je kriticky pro specifikaci bunék
sympatoadrendlni linie (Saito a kol, 2012), zatimco Wnt/f3-katenin signalizace je
spojovana s diferenciaci senzorickych neuronti (Obr. 5; Lee a kol., 2004). K produkci glii
namisto neuront jsou progenitorové burky instruovany vlivem Notch/Delta a Neuregulin
signalizace, a to i v pritomnosti BMP, jenZ silné indukuje neuronalni diferenciaci (Obr. 5;
Kubu a kol,, 2002). Pro specifikaci pigmentovych bunék je vyzadovano pulsobeni Kit
signalizace v kombinaci s Wnt a MITF a Sox10 faktory (Obr. 4 a 5; Parichy a kol., 1999;
Greenhill a kol, 2011), arovnéz ET-3, ktery je kriticky pro diferenciaci nejen
pigmentovych, ale i gliovych bunék (Obr. 5; Trentin a kol., 2004). Tyto faktory hraji roli
i v diferenciaci bunék pigmentovych z prekurzorti Schwannovych bunék perzistujicich
voblasti perifernich nervii, coz poukazuje nejen na existenci bipotentnich
progenitorovych bunék pro tyto dva bunécné typy, ale i mimoradné melanocytni

derivaty bunék migrujicich ptivodné ventralni cestou (Adameyko a kol., 2009).
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Obrazek 5.: Ilustracni schéma vybranych signdlﬁ zprostiedkujicich diferenciaci bunék NL
(upraveno dle Sauka-Spengler a Bronner-Fraser, 2008).

4.3.2 Hlavova oblast

Burniky hlavové NL se vyznamné podileji na stavbé hlavy obratlovct a diferencuji

ve znacné Siroké spektrum bunécnych typl - chondrocyty, osteocyty, melanocyty,
myocyty, myofibroblasty, odontoblasty, nervové a gliové buiiky PNS (Le Lievre a Le
Dourain, 1975). Buiiky této oblasti migruji ve tfech hlavnich proudech. Prvni z nich,
nesouci nazev trigeminalni, je utvaren burikkami ptivodem z ptfedniho a stfedniho mozku
a prvnich dvou rhombomer zadniho mozku, které osidluji mandibularni oblouk.
Druhy proud tvoii buriky ¢tvrté rhombomery kolonizujici hyoidni oblouk.
Treti a ¢tvrty faryngealni oblouk je osidlen proudem bunék ze Sesté a sedmé rhombomery
(Lumsden a kol.,, 1991). Bunky oblasti treti a paté rhombomery majoritné podléhaji
apoptoze, kdezto zbylé bunky prispivaji malou mérou k ostatnim proudtim (Ellies a kol.,
2002).

V probihajicim vyvoji NL hraji mnohdy tytéz signaly odliSnou roli, jak miizeme
pozorovat na prikladu Eph/ephrin signalizace, jeZ se vyznamné podili na segregaci
migrujicich bunécnych proudi (Mellott a Burke, 2008). Utlumeni dfive zminované
signalizace Sema-3F a Nrp-2 by nadto vyustilo v osidlovani jinak bezbunécnych zén
¢i v abnormalné migrujici proudy bunék (Gammill a kol., 2007). Obdobny efekt vyvolava
i inhibice CXCR4/SDF-1 signalizace (Killian a kol., 2009).



Jakmile burniky dorazi na misto urceni, je nezbytné zajistit spravné osidleni. Vyznamnym
chemoatraktantem zahrnutym v tomto kroku je VEGF, ligand receptoru NRP-1, ktery
podnécuje osidleni druhého faryngealniho oblouku (McLennan a kol., 2010). Diferenciace
bunék hlavové NL je specificka, nebot dava vznik jak mezenchymadlnim, takinon-
mezenchymalnim derivatiim (Le Lievre a Le Dourain, 1975). Jednu z hlavnich tloh pritom
zastava signalizace FGF a TGF-B, jelikoZ je nezbytnd pro diferenciaci, preziti bunék
i proliferaci (Sasaki a kol., 2006), podobné jako signalizace BMP pro bunécnou specifikaci
(Schumacher a kol,, 2011). Je zndmo, Ze koncentracni gradient ET-1 ovliviiuje diferenciaci
v bunky kostni, chrupavcité a pojivové tkané (Obr. 5; Miller a kol., 2003). Pro specifikaci
chondrogenni linie je taktéZ zapotiebi faktor Sox9 (Obr. 4; Mori-Akiyama a kol., 2003).
Jeong a kol. (2004) dale prokazali nepostradatelnost Shh signalizace pro celistvy

kraniofacialni vyvoj a tvorbu skeletogennich a chondrogennich struktur.

4.3.3 Srdecni oblast

Srde¢ni oblast NL rozkladajici se na pomezi hlavové NL a trupu je vyznamna

pro evoluc¢ni proces tvorby kardiovaskularniho systému obratlovc.
Tyto bunky migruji pres cirkumfaryngealni hibet a postupné kolonizuji treti, Ctvrty
a Sesty faryngealni oblouk v uvedeném potadi (Kuratani a Kirby, 1992), kde tvori bunky
pojivové tkané€, neurony, glia, kardiomyocyty, bunky hladkého svalstva a melanocyty
(Le Liévre a Le Dourain, 1975). Nepostradatelnou funkci maji pti zakladani bilateralné
symetrickych artérii faryngealnich obloukd, jeZ jsou zakladem velkych cév (Bookman
a kol,, 1987). Ve vytokovém oddilu pak tvori ganglia a ¢ast aortopulmonalniho septa
(Waldo a kol., 1998; Bajolle a kol., 2008).

Signalizace semaforin/Nrp a plexin zastava svou tlohu v fizeni a navadéni migrace
bunék srdecni listy do cilovych mist (Toyofuku a kol., 2008), v interakci s VEGF je také
esencialni v procesu angiogeneze (Gu a kol., 2003). Byl rovnéZ prokdzan chemoatraktivni
ucinek CXCR4/SDF-1 a FGF-8 signalizace na migrujici buniky srde¢ni NL (Sato a kol., 2011;
Escot akol, 2013). Pro vystavbu vytokového oddilu je vyZadovdna pritomnost
N- kadherinu (Luo a kol., 2006), a zaroven i pisobeni signalti Notch a BMP, jejichz vliv
jepro indukci a uspéSné dokonceni diferenciace v bunky hladkého svalstva
nepostradatelny (Monzen a kol., 2002; High a kol., 2007). Negativni dopad na diferenciaci
bunék srdetni NL ma mimo jiné kombinace nadmérné exprese homocysteinu

a nedostatku folatu (Boot a kol., 2003).



4.3.4 Lumbosakralni a vagalni oblast

Buniky vagalni oblasti, leZici mezi somity 1-7, a lumbosakralni oblasti, leZici
posteriorné od 28. somitu (Obr. 3), kolonizuji stfevo a generuji enterickd ganglia
(Le Douarin a Teillet, 1973). Vagalni buiiky migruji ve dvou hlavnich proudech, pricemz
prvni z nich je ptivodcem srdecni listy sméfrujicim dorzolateralné do faryngealnich
oblouki pies cirkumfaryngedlni hibet (Kuratani a Kirby, 1992), a taktéZ menSiny bunék
pokracujicich dale v migraci do streva, v jejichZ separaci se uplatiiuje vliv CXCR4/SDF-1
(Escot a kol,, 2013). A konectné druhy proud bunék migruje ventralni cestou a kolonizuje
tak stfevo (Le Douarin a Teillet, 1973).

Buriky vagalni NL kolonizujici stfevo jsou mimo jiné schopné migrovat do plic a formovat
zde ganglia formovana neurony a gliovymi burikami (Burns a Delalande, 2005).

Migraci vagalnich bunék ridi ligand Slit-2 exprimovany ve stievé, ktery zaroven
brani vstupu buinikdm trupové liSty produkujicich receptory Robo. Na tomto prikladé
prezentujeme dvoji funkci ligandu Slit-2, jenZ v oblasti trupové liSty ptisobi na migrujici
bunky stimulativné (De Bellard a kol., 2003). Tvorba funkcéni ENS je podminéna nejen
migraci bunék NL, ba i jejich proliferaci, jeZ je hnacim motorem kolonizace a predchazi
samotné diferenciaci (Simpson a Kkol, 2007). V Kkoordinaci vSech téchto procest
se uplatiiuje interakce mezi GDNF, ET-3 a BMP (Obr. 5), jiZ zmifiovany GDNF aktivuje
mimo jiné receptor RET exprimovany enterickymi prekurzory neuralni listy (O‘Donnell
a Puri, 2008).

ET-3 a jeho receptor EDNRB podporuji samotnou proliferaci bunék NL na ukor spusténi
diferenciace v neurony, a stanovuji tak kritickou rovnovahu mezi doznivajici proliferaci
a pocatkem diferenciace (Obr. 5; Nagy a Goldstein, 2006). BMP signalizace ma pleiomorfni
uc¢inky, v interakci s nogginem napriklad ovliviiuje pomér bunék diferencujicich
v neurony i gliové bunky (Chalazonitis a kol., 2011), podobné jako transkrip¢ni faktory

Sox10 a PHOX2B (Obr. 4; Nagashimada a kol., 2012).
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5. Diferenciacni potencial

5.1 Problematika heterogenity populace bunék

V poslednich letech nastolujeme na poli studia vyvoje NL otdzky tykajici
se potencidlu dané bunéc¢né populace. Neni tomu tak davno, co tato oblast budila znacnou
kontroverzi, nékteré studie totiz uvadi buiiky NL jako populaci, jejiZ potencial byl omezen
jeSté pred zahdjenim migratorni faze. V tomto modelu se predpokladd, Ze kazda z bunék
dava vznik urc¢itému bunécnému typu (kupft. Krispin a kol, 2010). Existuje taktéZ
nepieberné mnozstvi studii dokazujicich multipotenci téchto bunék, jejichz diferencia¢ni
potencidl je vymezovan migratornimi cestami vedoucimi k cilovému mistu a plisobicimi
enviromentalnimi faktory, a to jak na urovni jednotlivych bunék (Bronner-Fraser
a Fraser, 1988), tak v ramci celé populace (Baggiolini a kol.,, 2015).
Schopnost bunék NL diferencovat v nékolik bunécnych typt vedla k predpokladu, Ze tyto
buniky vykazuji znaky kmenovosti. Dnes je jiZ populace bunék NL pokladana
za heterogenni smésici bunék s rozdilnym diferenciatnim potencialem, jenZ je proménny
nejen v prubéhu migrace, ale i na axidlni drovni, a v niZ dominuje podil bunék
multiponentnich vykazujicich urcité charakteristiky kmenovych bunék, ackoliv tento fakt
nadale ziistava predmétem diskuzi (Baggiolini a kol., 2015).
Stemple a Anderson (1992) jako prvni vefejnosti predstavili diikaz existence bunék NL
s vlastnostmi kmenovych bunék a sebeobnovovaci schopnosti, ktera je ovSem limitovana,
nejedna se tedy o kmenové buiiky v pravém slova smyslu. V soucasnosti je jiZ prokazano,
Ze tyto kmenové buiiky pretrvavaji v adultnich tkanich a predstavuji alternativu

pro pouZziti v regenerativni medicing, o cemzZ hovorim v nadchazejicich kapitolach.

5.2 Diferenciacni potencial na axialni arovni

Heterogenita diferencia¢niho potencidlu bunék NL se projevuje nejen v celkové
populaci, ale i mezi jednotlivymi regiony podél anterior-posteriorni osy. Transplanta¢ni
experimenty zaménujici populace bunék jednotlivych regionti odhalily, Ze osud bunék NL
neni fixovan na neuralni primordium, ale zavisi na enviromentalnim prostredi a signalech
(shrnuto v Bronner a Simdes-Costa, 2016). Transplantované bunky tak byly ¢asto schopny
derivovat $irsi repertoar bunék nez jim za béznych podminek v ptivodnim prostiedi
prislusi (kupr. Schweizer a kol., 1983). Diferenciacni potencial bunék NL podél anterior-

posteriorni osy lze tedy povazovat za znacné plasticky.
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V nékterych pripadech je ale repertoar derivovanych bunék podél osy omezen.
Jakjiz vime, bunky hlavové NL maji schopnost odvozovat jak mezenchymalni,
tak i non- mezenchymalni derivaty. Na druhou stranu bunky trupové oblasti s nimi tuto
schopnost nesdili nejen za prirozenych podminek, nybrz i po transplantaci do oblasti
hlavové listy bez pfimého ovlivnéni enviromentalnich faktort daného prostiedi (Lwigale
a kol.,, 2004). Avsak mezenchymalni potencidl bunék trupové liSty je v dneSni dobé
predmétem diskuzi (Kague a kol, 2012), a to i ztoho divodu, Ze naptiklad plivod
fibroblastli vyskytujicich se v savéim sedacim nervu je ptipisovan trupovym bunkam
(Joseph a kol., 2004).

V nasledujicich kapitolach se budu podrobné vénovat schopnosti a ochoté bunék
NL diferencovat v jednotlivé bunécné typy, jak bylo doposud zmapovano pomoci in vitro

experimentd, a faktory toto ovliviiujici.

5.3 Diferenciacni potencial migratornich bunék

Sledovat prirozeny osud bunék NL nam dovoluji in vivo techniky, zatimco diky
experimentim provedenym in vitro jsme schopni vyhodnotit skutecny diferenciacni
potencidl bunék. Vramci in vitro experimentli jsou builky vystaveny presné
definovanému prostredi za ptitomnosti danych faktorii, coZ vede k odhaleni kombinaci
signali ovliviiujicich diferencia¢ni potencidl (Obr. 6; Cohen a Konigsberg, 1975).
V diisledku vyuziti téchto technik se diferencia¢ni potencial bunék NL poklada za velmi
plasticky, jelikoZ je in vitro moZné jiz specifikované derivaty dediferencovat

v progenitorové stadium a za danych podminek je transdiferencovat v jiné bunécné typy.

Izolace ¢asné migrujicich bunék
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Obrdzek 6.: In vitro klondlni techniky slouZici k rozpozndni diferenciacniho potencidlu
bunék NL (upraveno dle Calloni a kol., 2007; Dupin a Sommer, 2012).

12



5.3.1 Bunky hlavové neuralni listy

V dobé pomérné nedavné zpusobil revoluci objev multipotentnich
progenitorovych bunék hlavové listy nesoucich nazev GNMFCO (tzn. glia - neurony -
melanocyty - fibroblasty - chondrocyty - osteoblasty), jez se vyznacuji schopnosti
derivovat mezenchymalni i non-mezenchymalni bunéc¢né typy (Obr. 7).

V soucasnosti je hojné diskutovan jejich kmenovy potencial (Calloni a kol., 2009).
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Obrazek 7.: Model segregace progenitorové bunécné linie hlavové NL pod vlivem Shh:
Postupnd determinace multipotentnich kmenovych bunék diferencujicich jak
v mezenchymdlni, tak i non-mezenchymdlni derivdty, pri¢emZ progenitorové buriky
s kombinaci obou typii zretelné prevazuji (upraveno dle Calloni a kol., 2009).

Chondrogenni potencial bunék hlavové liSty byl in vitro podrobné zkouman
Callonim a kol. (2007), ktefi zjistili, Ze chondrocyty jsou ve vétsiné pripadi derivovany
z multipotentnich ¢i alesponi bipotentnich progenitorovych bunék. Chondrogenni
potencial je proménny v zavislosti na migratorni fazi, pozdé migrujici bunky totiz
mnohem ochotnéji diferencuji v neuralni a pigmentové derivaty (Calloni a kol., 2007).

V navazujici praci byl provétrovan i skeletogenni potencial téchto bunék. Kranialni
buriky bézné diferencuji ve dvoji typ osteoblastfi, a sice endochondralni, jez jsou vazané
na pritomnost chondrocytli, a dermalni. Na zakladé klonalnich experimenti lze tvrdit,
Ze progenitorové bunky s variabilnim podilem neuro-mezenchymalniho potencialu

v kolonii dominuji oproti butikam se striktné omezenym potencialem (Obr. 7).
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Kromé multipotentnich progenitorovych GNMFCO bunék, jeZ stoji v segregacni hierarchii
na vrcholu, byly identifikovany tfi typy skeletogennich progenitorii - z nich prevazuje
onen vyhradné osteogenni, v mensi mire pak cisté chondrogenni a kombinace obou
(Calloni a kol., 2009).

Calloni a kol. (2007 a 2009) ve svych pracich prokazali vyznacny vliv morfogenu
Shh na diferencia¢ni potencial bunék hlavové listy. Prvnim z dlisledkii jeho plisobenti je
prokazatelné zvySeni podilu progenitort GNMFCO v kolonii, pozitivné ovliviiuje taktéz
pocet progenitorovych bunék fibroblastli, chondrocytli a endochondralnich osteoblastfi,

zatimco neuralné-pigmentovy potencial je v pritomnosti Shh spiSe potlacovan (Obr. 7).
5.3.2 Bunky trupové neuralni listy

Nasledujice prvotni experimenty Cohena a Konigsberga (1975), jeZ vedly k objevu
progenitort pro melanocyty i nepigmentové burnky, identifikovali Trentin a kol. (2004)
o~ Milipotents vysoce multipotentni progenitorové

MF / progenitorova bunka buiiky trupové NL derivujici glia,

/ \ neurony, melanocyty a fibroblasty
(GNMF), jejichZ postupnou linearni

Progenltorove bunky . . i
s omezenym segregaci pozorujeme na obrazku 8.
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Obrdzek 8.: Model segregace progenitorové bunécné

linie trupové NL (upraveno dle Trentin a kol.,, 2004). 101~ mezenchymalni bunécné typy,

v soucasné dobé jiZ neni tajemstvim,
ze v definovanych in vitro kulturdch tyto bunky nabyvaji schopnosti diferencovat
i v mezenchymalni derivaty, a to jmenovité v adipocyty (Billon a kol., 2007), chondrocyty
(Calloni a kol.,, 2007) i osteoblasty (McGonell a Graham, 2002), ackoliv ve znatné omezené

mire.
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V oblasti trupu Calloni a kol. (2007) prokazali existenci ne zcela béZnych progenitorovych
bunék s potencialem derivovat glia, fibroblasty a chondrocyty. Na tomto misté je nutno
poznamenat, Ze jak v hlavové, tak i v trupové casti NL dosud nebyl prokazan vznik
mezenchymalnich derivat ze samostatnych prekurzora (Calloni a kol.,, 2007; 2009).
Pozoruhodné rovnéz je, Ze mezi vSemi témito progenitory dodnes nebyl nalezen takovy,
ktery by byl zcela zbaven schopnosti generovat burky gliové.

Dlouhou dobu panovalo presvédceni, Ze bunky pigmentové linie jsou ve svém
potencidlu omezeny jiz pred pocatkem migratorni faze, predeslé studie vSak dokazuji
schopnost derivovat melanocyty i z multipotentnich progenitort (Trentin a kol.,, 2004;

shrnuto v Dupin a Sommer, 2012).
5.3.3 Burnky srdec¢ni a vagalni neuralni listy

[ diferencia¢ni potencial srdecni liSty byl provérovan, ackoliv ve zna¢né omezené
mife oproti predeslym regionim. Klicova studie Youn a kol. (2003) vefejnosti predstavila
existenci multipotentni srde¢ni progenitorové bunky derivujici neurony, chondrocyty,
glia, myofibroblasty a melanocyty, spolu s dalSimi na potencialu omezenymi prekurzory
derivujicimi bunky svalové linie at uz samostatné, ¢i v kombinaci s ridce se vyskytujicimi
chondrocyty a gliovymi buiikami.

Co se tyce bunék vagalni NL generujicich entericka glia a neurony, predpoklada
se majoritni vyskyt bunék multipotentnich schopnych derivovat oboji bunécné typy
na zakladé plisobeni kombinace danych signdli oproti progenitorim s omezenym
potencialem (Natarajan a kol., 1999).

[ prfes vySe zminéné by si vyzkum migratornich bunék srdecni i vagalni listy
zaslouzil vice pozornosti v otazce diferenciacniho potencidlu, jelikoZ recentni studie
podstatné schazi, podrobnéji se budu vénovat diferenciacnimu potencialu

post- migratornich bunék vsech téchto regionti v nasledujici kapitole.
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5.4 Diferenciacni potencial post-migratornich bunék

Jak jiz bylo receno, diferenciacni potencidl bunék NL je pokladan za pomérné
plasticky, tento fakt je podloZen mimo jiné schopnosti zpétné in vitro dediferenciace
jiZz uré¢enych bunék a jejich naslednou transdiferenciaci v rozli¢né bunécné typy. Takovym
pripadem jsou napi. melanocyty a Schwannovy buiilky vyznacujici se nestabilnim
bunécénym fenotypem, coz bylo dokazano ve studii Dupin a kol. (2003). Zminéné bunky
jsou totiZ schopny in vitro pod vlivem ET-3 dediferencovat v bipotentni glio-melanocytni
progenitory a znovu diferencovat v oboji bunécné typy. Nasledujici studie Real a kol.
(2006) potvrdila schopnost pigmentovych bunék transdiferencovat v glia
a myofibroblasty, a zaroven dediferencovat v multipotentni progenitorové bunky
schopné sebeobnovy. Recentni studie Greene a kol. (2015) =zase prokazala
transdiferencia¢ni potencial u bunék chrupavcitych, jeZ jsou in vitro schopny diferenciace
v bunky neuralni linie.

7
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shrnuto v Liu a Cheung, 2016).

Ve snaze provérit

diferenciacni potencial bunék NL

Obrdzek 9. Schematické zndzornéni zdrojovych odvozenych —z  téchto  tkani
oblasti kmenovych bunék NL (upraveno dle Liu

predstavuji v nasledujici casti
a Cheung, 2016).

vybrané in vitro experimenty
provedené na kmenovych burikach

z danych tkani izolovanych.
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5.4.1 Bunky neuralni lisSty v kozni tkani

Identifikace kmenovych bunék perzistujicich v kiizi adultniho organizmu jakoZto
nejsnadnéji izolovatelnych z bunék byla priillomova. Jako prvni byly v kiiZi facidlni oblasti
objeveny tzv. koZni prekurzorové buriky setrvavajici ve vlasovych folikulech a dermalnich
papilach. Bylo zjisténo, Ze tyto bunky vykazuji sebeobnovovaci kapacitu, exprimuji
markery embryonalnich bunék NL a in vitro formuji tzv. sféroidy, coZz je adherentni
seskupeni bunék kmenovych a progenitorovych, derivujici neurony, bunky hladkého
svalstva, glia a melanocyty (Fernandes a kol., 2004).

DalSi populaci kmenovych bunék odvozenych z NL perzistujicich v koZni tkani jsou
tzv. kmenové bunky epidermalni, jez byly nalezeny ve folikulech hmatovych chlupt
u mySi. Tyto bunky se vyznacuji podobnymi vlastnostmi jako koZni prekurzorové bunky
a jsou obdobné schopné derivovat in vitro mnoho bunécnych typi charakteristickych
pro NL jako napf. melanocyty, glia, neurony, bunky hladkého svalstva, chondrocyty
a myofibroblasty (Sieber-Blum a kol., 2004; Nagoshi a kol., 2008).

Vyskyt lidskych epidermalnich kmenovych bunék vlasovych folikul byl rovnéz
zaznamenan. Hlavni uplatnéni by pravdépodobné mohly nalézt mimo jiné v 1é¢bé misnich
zranéni, perifernich nervii a regeneraci kostni tkdné vzhledem k tomu, Ze je moZné u nich
in vitro indukovat diferenciaci mnoha bunécnych typt priznac¢nych pro NL. Nicméné uziti
jak bunék epidermalnich, tak koZnich prekurzorovych je stdle velkou neznamou a je
potieba dalsich in vivo experimentl (kupt. Clewes a kol., 2011; Sakaue a Sieber-Blum,

2015).

5.4.2 Bunky neuralni listy v kostni direni a zadnich korenech misnich

Kmenové bunky plivodem z NL setrvavajici v kostni dieni, zadnich korenech
misnich a rovnéz i ve folikulech hmatovych chlupii Ize izolovat z transgenni mysi nesouci
NL- specifickou expresi PO0-Cre/Floxed-EGFP a Wntl1-Cre/Floxed-EGFP pomoci
pritokové cytometrie, z tohoto divodu zde provérime diferenciacni potencial vSech
téchto tkani zaroven. Tyto in vitro kultivované a sféroidy formujici bunlky projevuji
schopnost derivovat neurony, glia a myofibroblasty, pricemz ony tripotentni
progenitorové buiiky pochazely majoritné z oblasti zadnich kofenli miSnich (74.6%),
jeZ vykazuji i nejvyssi sebeobnovovaci kapacitu, v mensim poctu pak z tkané kostni drené

(3.3%) a folikul hmatovych chlupti (7.3%).
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Progenitorové bunky poslednich dvou zminénych tkani byly povétSinou bipotentni
Ci unipotentni, v kostni dreni pak derivuji zejména myofibroblasty a v hmatovych
chloupcich kromé myofibroblastl i neurony. Progenitory zadnich kotenii miSnich tedy
nejenze vykazuji nejsilnéjsi diferenciacni potencial, ale taktéZ ve vétsi mire exprimuji
markery Sox10 a p75, priznacné pro bunky NL, a Nestin a Musashi-1, charakteristické
pro buniky kmenové (Nagoshi a kol., 2008).

Pro uplnost nemiZeme opomenout studii Li a kol. (2007), kteri izolovali
progenitorové buiiky NL zadnich kofenli miSnich z krysy a prokazali jejich multipotenci,
nebot tyto buriky v kulture derivovaly neurony, glia a buriky hladké svaloviny a kromé
toho exprimovaly Nestin a p75.

[ terapeuticky potencial téchto tkani pro pouZiti v regenerativni mediciné je
znaCny, kuprikladu kmenové bunky kostni difené mohou byt v budoucnu pouZivany
pro regeneraci perifernich nervii, jak bylo prokazano na krysim modelu ve studii Shi a kol.

(2016).
5.4.3 Buiiky neuralni listy ve stievni tkani

Bylo prokazano, Ze kmenové bunky NL perzistuji i ve stfevni tkani dospélého
organizmu, s ¢imz vyvstaly otazky tykajici se diferenciacniho potencidlu téchto bunék.
Po izolaci pomoci metody priitokové cytometrie a nasledné kultivaci bylo mozné v kultuie
identifikovat kmenové buriky tvorici sféroidy, jeZ exprimuji markery p75 a integrin a4
charakteristické pro kmenové buiiky NL, a dale disponuji schopnosti derivovat glia,
neurony a myofibroblasty v rliznych kombinacich, ackoliv je ziejmé, Ze s postupujicim
embryondlnim vyvojem tyto bunky na diferenciacnim potencidlu i sebeobnovovaci
kapacité prokazatelné ztraci (Kruger a kol., 2002).

Naopak in vivo transplantacni experimenty potvrdily vyssi citlivost k plisobeni
gliogennich faktordi, a tudiz preferen¢ni schopnost diferenciace adultnich kmenovych
bunék v bunky gliové, a to v ustdleném stavu i po rlznorodych zranénich.
Na druhou stranu nelze opomenout buiiky minoritné derivujici neurony (Joseph a kol,,
2011).

VySe zminéné a mnohé dalsi studie predstavuji zna¢ny terapeuticky potencial
kmenovych bunék strevni tkané pro 1écbu poskozeni ENS, jenz si vSak stale Zada dalsiho

vyzkumu (Dettmann a kol., 2014).
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5.4.4 Bunky neuralni listy v srdecni tkani

In vitro klonalni experimenty provedené na fetalnich bunkach srde¢niho regionu

NL zaznamenaly, Ze jen mald ¢ast z nich je schopna sebeobnovy a multipotentni
diferenciace (Youn a kol., 2003), zde se pokusime odhalit zminéné vlastnosti u kmenovych
bunék NL setrvavajicich v adultni srdec¢ni tkani.
Tyto bunky byly v srdci identifikovany jakoZto tzv. postranni populace tkanové
specifickych a castecné dormantnich bunék, jeZ exprimuji Nestin a Musashi-1
predstavujici markery nediferencovanych bunécnych prekurzorti. Dané dormantni buriky
jsou pod vlivem ptihodnych podminek schopny diferencovat v nékolik bunécnych typ,
coz bylo prokazano pomoci in vitro experimentd, v definované kulture se totiz tyto burnky
seskupuji ve sféroidy a derivuji neurony, glia, buriky hladkého svalstva a kardiomyocyty.
Ovsem i v pripadé bunék srdecni tkané se sebeobnovovaci kapacita v mnoha ptipadech
redukuje s vékem, je tedy oZehavé hovorit o kmenovosti téchto bunék (Tomita a kol,,
2005).

V nedavné dobé doSlo v srde¢ni tkani k rozpoznani progenitorovych bunék
nesoucich cKit+ marker, které odvozuji svlij ptivod od bunék NL a in vitro vykazuji
schopnost derivovat nejen kardiomyocyty, ale i dal$i derivaty priznacné pro buiiky
srde¢ni NL (Hatzistergos a kol., 2015).

Kmenové butiky srdecni liSty mimo jiné predstavuji slibnou alternativu pro lé¢bu
nejruznéjsich srdec¢nich chorob, jak navrhuje napft. studie El-Helou a kol. (2008), v niz byly
kmenové bunlky srdecni tkdné schopné migrovat do infarktem postiZené oblasti

a prispivaly k reparativni vaskularizaci.
5.4.5 Bunky neuralni listy v karotickém télisku

Karotické télisko je chemoreceptorovy organ umistény v oblasti vétvici se krkavice
slouzici k monitorovani hladiny kysliku v okolnim prostfedi. K tomuto tcelu vyuziva
02- senzitivni buiiky I. typu obklopené podplirnymi gliovymi bunikami II. typu. Pardal
a kol. (2007) identifikovali v karotickém télisku skupinu multipotentnich bunék II. typu
odvozenych od NL vykazujicich sebeobnovovaci kapacitu, ochotnych tvorit v kulture
sféroidy a diferencovat v dopaminergni neurony a buniky hladkého svalstva. Mimo to jsou
tyto bunlky pti nedostatku kysliku schopny zvratit sviij fenotyp z gliového (GFAP+)
v progenitorové bunky (Nestin+) dale derivujici bunky 1. typu (TH+).
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Kmenové bunky NL izolované z karotického téliska jsou prislibem pro pouZziti
v1écbé Parkinsonovy choroby v diisledku jejich schopnosti derivovat dopaminergni
neurony, coZ bylo prokazano transplantacnimi experimenty na zvirecich modelech.
Nicméné komplikaci zlistava limitovany zdroj tkané, s ¢imZ by ovSem mohly pomoci
progenitorové buiky NL in vitro derivujici buniky I. typu a mnoZici tak potrebnou tkan

(Mufioz-Manchado a kol., 2013).

5.4.6 Buiilky neuralni liSty v kraniofacialnich tkanich

V ivodu zminim studii Zhao a kol. (2006) provérujici diferenciacni potencial post-
migratornich bunék kranidlni NL izolovanych v nediferencovaném stavu z prvniho
branchialniho oblouku. Zde byla dokazana sebeobnovovaci kapacita a multipotence
téchto bunék v in vitro kulture derivujicich neurony, glia, myofibroblasty, osteoblasty
a dalsi. Dale se zamérim na diferenciacni potencial kmenovych bunék NL perzistujicich

v adultnich tkanich kraniofacialni oblasti.
5.4.6.1 Rohovka

Rohovka je organ sestavajici ze tfi komponent, a sice z povrchového epitelu,

endotelu a stroma, jenZ je vyplnéno keratocyty. Tyto buiiky jsou odvozeny od NL
a vykazuji znaky bunék kmenovych, tedy sebeobnovu a multipotenci, a rovnéz i schopnost
hojit rohovkovou tkai v priibéhu Zivota. Transplantacni experimenty prokazaly ochotu
keratocyti diferencovat v buiiky hladkého svalstva, myofibroblasty, a endotelialni buriky,
avsak jejich plasticita je omezena, nebot pokusy diferenciace v bunlky nervové
a chrupavcité selhaly (Lwigale a kol., 2005).
Ve stromalni tkani byly identifikovany prekurzorové keratocytni bunky, jeZ prokazaly
silny diferenciacni potencial. V in vitro kulture totiZ formuji sféroidy a nasledné derivuji
myofibroblasty a keratocyty, ale i chondrocyty, adipocyty a neurony (Yoshida a kol,,
2006).
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5.4.6.2 Duhovka

Kikuchi a kol. (2011) odhalili pfitomnost kmenovych bunék odvozenych z NL
v duhovce oka. Izolované bunky formovaly EGFP+ sféroidy a exprimovaly markery NL p75
a SOX10, jakoz i markery kmenovych bunék Nestin, Sox2 a Musashi. Navic byly tyto buriky
schopné derivovat buniky hladkého svalstva, glia, neurony a chondrocyty.

Duhovka by v budoucnu mohla byt bunéénym zdrojem pro regenerativni
terapii uz jen z toho divodu, Ze je pomérné snadno pristupnd béznym chirurgickym

zakrokem (Kikuchi a kol., 2011).

5.4.6.3 Tvrdé patro

Kmenové buiiky tvrdého patra odvozené z NL izolované z Kkrysy exprimuji
markery jako Nestin, p75 a Sox2, v in vitro kultute jsou pak schopny diferencovat v buriky
nervové a gliové, dalsi derivaty vSak prozatim nebyly pozorovany. Dané burnky byly
nicméné zaznamenany i v lidské tkani tvrdého patra, ackoliv jejich diferenciacni potencial,
sebeobnovovaci schopnost i NL ptivod jesté nebyl uspokojivé prokazan (Widera a kol.,

2009).

5.4.6.4 Dutina ustni

Dormantni stromalni buriky nalezené ve sliznici dutiny dstni a jazyku u mysi
jsou odvozené z NL, jak ostatné dokladaji vysokym poctem exprimovanych markert pro
NL charakteristickych. Znaky kmenovosti a znacnou plasticitu vykazuji diferenciaci
v Siroké spektrum bunécnych typd - napt. bunky hladkého svalstva, neurony, glia
a osteoblasty (Bodduppaly a kol., 2016). Kmenové burky izolované z lidské sliznice
dutiny ustni tvori v in vitro kulture sféroidy a derivuji osteoblasty, adipocyty, myocyty,
chondrocyty a neurony. RovnéZ se vyznacuji sebeobnovovaci schopnosti a expresi
markert potvrzujicich jejich ptivod z NL.

[ sliznice dutiny uUstni je vhodnym potencidlnim zdrojem bunék
pro regenerativni terapie, a to zejména pro jejich snadnou dosaZitelnost a silné

regeneracni schopnosti (Abe a kol., 2016).
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5.4.6.5 Zuby

Kmenové buiiky NL setrvavajici v dreni zubl a v parodontalnich vazech
exprimuji markery typické pro NL, ale zaroven i markery mezenchymalnich kmenovych
bunék, jakoz i sdili nékteré jejich charakteristické vlastnosti (Techawattanawisal a kol,,
2007; Janebodin a kol,, 2010). AvSak kmenové bunky zubni dfené ty mezenchymalni
v lecCems predci, jako napt. v pocetnosti na celkovou populaci bunék a taktéz v rychlosti
ristu dané populace (Alge a kol., 2010).

Kmenové burnky izolované z lidské zubni diené prokazuji multipotenci svou
ochotou diferencovat in vitro v chondrocyty, adipocyty, neurony, melanocyty, burky
hladkého svalstva, osteoblasty a pochopitelné odontoblasty. Mimo jiné hraji vyznacnou
roli v regeneraci zubnich tkani in vivo diferenciaci v dentin produkujici odontoblasty.
Pro klinické aplikace jsou kmenové buiiky zubni diené vhodnym kandidatem pro jejich
snadnou izolovatelnost a vyuziti by mohly nalézt nejen v regeneraci zubnich tkani,
ale i mnoha dalSich derivatti NL (Janebodin a kol., 2011).

Jak jiZz bylo receno, mezi kmenové bunky derivované z NL patii i ty
parodontalnich vazi, jez v kultuie formuji sféroidy a derivuji buriky neuralni, glidlni
asvalové linie. Tyto bunlky jsou potencidlné pouZitelné jak pro bunécné terapie,
takivlécbé degenerativnich onemocnéni nervové soustavy ¢i svalové dystrofie

(Techawattanawisal a kol., 2007).
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6. Analogie bunék neuralni liSty s nadorovymi bunkami

Objev multipotentnich kmenovych bunék rezidujicich v tkanich adultniho organismu

umoznil novy pristup v oblasti cilenych bunélnych terapii, v 1é¢bé neurokristopatii
anejen to. Bunky NL totiZ prokazatelné sdili mnoho morfologickych a molekularnich
znakd s buiikami nadorovymi (Obr. 10).
Stejné jako bunky NL i nadorové bunky podstupuji v casném embryonalnim vyvoji zménu
fenotypu béhem EMT s tim rozdilem, Ze rakovinné bunky meéni béhem probihajici
metastaze svilj fenotyp zpatky na epitelovy, coZ ma za nasledek zvyseni jejich odolnosti.
EMT bunék NL i rakovinnych zahrnuje obdobné zmény v bunécné adhezi, cytoskeletalni
pireskupeni, ztratu apikadlné-bazalni polarity a rozvolnéni bunécnych spoji,
coZ je zpusobeno zménami v bunécné signalizaci. Podobnost je moZné spatrovat
ivchovani signaliza¢nich drah a transkrip¢nich faktor klicovych pro migraci obou
bunécénych typl. Oboji buiiky vykazuji vysoce migratorni a invazivni chovani (shrnuto
v Bayindir a Esrefoglu, 2016).

Kromé spojitosti s podobnosti chovani bunék NL a rakovinnych zminim skutec¢nost,
ze z bunék NL mize taktéZz vznikat nékolik nadorovych typtl jako napf. neuroblastom,
ganglioneurom, melanom a dalsi (Obr. 10).

Pouziti bunék NL, a in vivo embryonickych modelt jako takovych, ke studiu chovani
a charakteristik rakovinnych bunék poskytuje novy vhled do zkoumani hranic jejich
plasticity a moznosti cileného preprogramovani téchto bunék.

Dosavadni 1é¢ba rakoviny zahrnuje operaci, chemoterapii a radioterapii, avSak uc¢innost
s prihlédnutim i k vedlej$im uc¢inkiim neni dostatecné uspokojiva. Ve snaze zlepsit uroven
1é¢by rakoviny se vyzkum soustfedi mimo jiné na pouziti cilenych terapii (shrnuto
v Maguire a kol,, 2015).

NL je idealnim modelem pro studium klicovych charakteristik sdilenych s metastazujicimi
buitkami - zejména EMT, migrace a invaze. Z tohoto divodu predstavuji bunky NL
vyborny prtiklad pro lepsi porozuméni molekularnim mechanismiim a pro studium
modelového chovani invadujicich bunék, coz by tak v budoucnu mohlo vnést vyznacné

poznatky do vyzkumu pro lé¢bu rakoviny (shrnuto v Bayindir a Esrefoglu, 2016).

23



Neuralni lista

s

0@
EMT
ve

@ Migrace
®@®
‘re®

Proliferace
[ %
%
LK %

Enviromentalni
faktory

Mutace

©e@
roliferace

Enviromentalni

4\;&— faktory

) Vznik nadoru

Obrdzek 10.: llustracni schéma mechanismii sdilenych burikami NL a rakovinnymi - EMT,
migrace a proliferace (upraveno dle Maguire a kol., 2015).
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7. Zavér

Ackoliv byla NL popsana jiz v roce 1868, vétsi pozornosti se ji dostalo o mnoho desitek
let pozdéji a aZ v poslednich nékolika letech se stala atraktivnim tématem vyzkumu
zejména v oblasti regenerativni mediciny. NL je jakoZto tranzientni struktura formovana
v ramci procesu neurulace, buniky NL nasledné podstupuji zménu fenotypu vlivem
probihajici EMT a migruji do mist svého urceni. Cely pribéh téchto udalosti od indukce
pres specifikaci aZ po bunécnou migraci je rizen vzajemnou koordinaci signaliza¢nich
drah, jejichz vztahy jsem se v této praci pokusila objasnit, tfebaze k plnému pochopeni
téchto slozitych procesti je bezpochyby zapotiebi dalSich experimenti.

Hlavnim zaméirenim mé prace byl ovSem diferenciac¢ni potencial bunék NL, jenz je
vySe popsanymi procesy prokazatelné ovliviiovan. In vivo migrujici nespecifikované
buiiky jsou na své cesté vymezovany k osvojeni urcitého bunécného typu vlivem
plisobicich signal. Pokud jsou tyto zménény, mohou i bunky zvratit sviij potencial
a diferencovat v mnohdy Sirsi spektrum bunécnych typu.

Otazkou nastolenou v poslednich desetiletich byl diferenciacni potencial bunécné
populace NL. Existuje mnoho studii zastavajicich tvrzeni, Ze populace bunék NL je na svém
potencialu omezena jiZ v pocate¢nich fazich migrace, nicméné v dnesSni dobé prevlada
vSeobecny nazor povazujici tuto populaci za heterogenni smésici bunék, jejichZ osud
je urcovan v riznych migratornich fazich. Tato teorie je podpoiena i faktem, Ze rozdilny
diferenciacni potencial bunék NL se projevuje taktéz na axialni arovni v ramci regiont NL.

Podstatnd c¢ast mé prace je vénovana vybranym klicovym studiim in vitro
provértujicich diferenciacni potencidl migratornich i post-migratornich bunék, na jejichz
zakladé lze dojit k zavéru, Ze potenciadl bunék NL je znacné plasticky. JiZ urcené bunky
odvozené z NL jsou totiZ schopné plisobenim definovanych enviromentalnich faktort
dediferencovat do progenitorového stadia a poté transdiferencovat v jiné bunécné typy.
RovnéZ nelze opomenout, Ze bunikky NL vykazuji znaky kmenovosti a to nejen svou
multipotenci, ale i ¢aste¢nou schopnosti sebeobnovy.

Bunky NL perzistujici v mnoha tkanich dospélého organizmu jsou nadéji pro vyuziti
v cilenych bunécnych terapiich a 1écbé neurokristopatii, i kdyZ od soudobych
experimentll prokazujicich regeneracni potencial ke skutecnému pouziti v mediciné
nas ceka jesté dlouha cesta. Nicméné bunky NL jsou fascinujicim tématem a na poli védy
by si tak v budoucnu zaslouzily vice pozornosti uz jen z toho diivodu, Ze by mohly vnést

cenné poznatky pro porozuméni chovani rakovinnych bunék.
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