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ABSTRACT

This work was focused on the effects of cell-cell interaction for the differentiation
of embryonal cells inducting especially retinoic acid. We did not demonstrate that EC P19
cells produce solubil factor, which stimulate neural differentiation. Even direct contact
of cells with retinoic acid stimulated cells did not affect neural differentiation EC P19 cells.
This work again contributes to the understanding of the mechanism of regulation
of differentiation during early embryogenesis and are also applicable for modern
manipulation with ES cells in vitro.
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ABSTRAKT

Tato prace byla zaméfena na analyzu Uc€inkli solubilnich faktorti a bunéné komunikace
béhem embryondlni neurdlni diferenciace v souvislosti s kyselinou retinovou. Zarodecné
bunky byly kultivovany v kondiciovanych médiich a na podkladovych vrstvach bunék, které
byly oSetfeny riiznymi zplUsoby. Po analyze pokusi jsme dospéli k zdvéru, Ze buiky
neprodukovaly solubilni faktory, které by stimulovaly neuralni diferenciaci. Ani mezibunéény
kontakt nepodporoval diferenciaci neuralnim smérem. Tato prace opé€t ptispéla k porozuméni
mechanismu fidicich diferenciaci béhem ¢asné embryogeneze.
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UVOoD

Pro simulaci embryonalniho vyvoje se v dnesni dob¢ Siroce pouzivaji bunééné kultury
zarode¢nych kmenovych bunck. Pomoci téchto kultur Ize velice zjednodusené sledovat déje
na bunééné a molekuldrni Grovni, které se odehravaji béhem embryonéalniho vyvoje a jsou

jinym zptisobem nezachytitelné. Embryonalni kmenové buriky jsou pluripotentni, tzn. jsou



schopny dat vzniknout buikdm  vSech tfi zarode¢nych listh a maji schopnost dale
se diferencovat.

Pro diferenciaci bunék v tkanové kultufe se bézné pouzivaji dva modely. Prvnim
je diferenciace bun¢k v jednovrstevné kultuie tzv. monolayer, vyhoda této kultivace spociva
v ptimém kontaktu kazdé¢ bunky s kultivatnim médiem resp. s latkami rozpusténymi
v tomto médiu. Druhym zplsobem je diferenciace v podobé plovoucich trojrozmérnych
kolonii tzv. embryondalnich téliskach (EB-embryoid bodies). Struktura EB se ¢aste¢né podoba
situaci, kterou prochazi vnitini bunécnéd masa (ICM-inner cell mass) v blastocysté béhem
¢asné¢ho embryondalniho vyvoje, proto je tento model kultivace bun¢k vhodny pro studium
casné embryogeneze jako probiha in situ.

Pro vyvoj sav€ich bun¢k je jednou z mnoha esencidlnich latek vitamin A. Vitamin A
je sam o sob€ neucinny a proto musi byt metabolizovan na néktery z aktivnich metabolitt.
Jednim z téchto metabolitl je i kyselina retinova (RA-retinoic acid). Biologické ucinky RA
jsou v popiedi zajmu mnoha laboratoii po celém svété véetné t€ nasi, hlavnim divodem
tohoto zajmu jsou jeji morfogenni, teratogenni a souc¢asné i protinadorové U€inky v zavislosti

na bunécném typu, ktery je jejimu pisobeni vystaven.

Diferenciace v jednovrstevné kulture

Jak jiz bylo feCeno, prostiednictvim jednoduchych manipulaci v jednovrstevné
kultufe, jsme schopni docilit diferenciaci zarode¢nych bunék do mnoha bunéénych typt. I zde
existuji dvé zakladni moznosti jak indukovat bunécnou diferenciaci. Induktory mohou byt
latky jednak ptirozené napt. cytokiny, hormony, vitaminy, atd. a nebo latky syntetického
puvodu se kterymi se buiika pfirozené nesetka jako je napt. dimetyl sulfoxid, phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA) aj. Bunky které jsou kultivovany jako jednovrstevna kultura
v sérovém médiu si udrzuji svilj nediferencovany stav. Pokud se do tohoto média pfida RA
dochazi k diferenciaci bunék ento- a mezodermalnim smérem (Mummery et al., 1986).
Rozdilné situace nastdva pokud sérové médium vyménime za bezsérové. Darmon et al. jiz
v roce 1981 objevil, Ze bunécnd linie embryondlnich karcinomovych bun¢k C17-S1
diferencuje v bezsérovém médiu neurdlnim smérem, pfic¢emz rychlost diferenciace mize byt
podpofena piidavkem RA (Tanaka et al., 1992). Pachernik et al. (v tisku), ktery mimo jiné
zjistoval vliv koncentrace RA v bezsérovém médiu na rychlost diferenciace zjistil, Ze az od
koncentrace 5-107 resp. 5-10® mol/l se projevila vy$si akcelerace neuralni diferenciace
v porovnani s bunkami kultivovanymi jen v bezsérovém médiu. Dal$im z faktorti pisobicim

na diferenciaci bunck je také jejich hustota béhem kultivace, jak zjistil Berg a McBurney



(Berg a McBurney, 1990). Pozorovali rychlost diferenciace bunék EC P19 v zavislosti
na koncentraci RA v médiu a hustoté bunck. Jiz 4 hodiny po indukci RA byla indukovéana
nezvratna diferenciace, také rychlost zvratu velice korelovala s hustotou bungk, kultivace
bunék o vyssi hustoté vykazovali pomalejsi diferenciaci v porovnani s kulturami o nizké
hustoté. Také Schmidt et al. pozoroval diferenciaci bun€k riizné hustoty ovlivnénych RA.
Kultivace o tak nizké hustoté, kde nebyl ani mezibunécny kontakt, nediferencovaly ani po
indukci RA. Pii kultivaci o vyssi hustot¢ s RA doSlo k diferenciaci neurdlnim smérem
(Schmidt et al., 1992). Kawasaki et al., 2000 identifikoval stromalni buniky podporujici
neuralni diferenciaci (SDIA-stromal cell-derived inducing activity), tyto builky maji
schopnost podporovat, jako podkladova vrstva, bunky v neurédlni diferenciaci aniz by byla

nutna kultivace v EB nebo indukce RA.

Diferenciace v embryoidnich téliskach

Embryonalni zarode¢né buiiky pro vytvoieni EB vyzaduji v médiu pfitomnost RA.
U bun€k kultivovanych v EB byla také prokdzana rozdilnd reakce na odstupfiovanou
koncentraci RA. EC P19 buiiky vystavené nizké koncentraci RA 10° mol/l byly
charakterizovany jako buiiky srde¢ni svaloviny, pii pouziti vyssi koncentrace 10™ mol/l
vznikd kosterni svalstvo, bylo vSak zjisténo také velké mnozstvi neuront. Po oSetfeni bunék
velmi vysokou davkou RA od 107 do 10 mol/l vznikaji buiiky astroglialni. Tento vysledek
poukazuje na mozny vliv koncentra¢niho gradientu latek, jako jsou retinoidy (Edwards and
McBurney, 1983). Ke stejnému vysledku dospél i Jones-Villeneuve et al., ktery ale také
zjistil, ze Sesty den od iniciace EB RA v bezsérovém médiu zacina ubyvat bunck, které
vykazuji neuralni pfislusnost. A naopak se zvySuje se mnozstvi bunck, které exprimuji
markery pro jiné bunétné typy. Jedno z moznych vysvétleni pro tuto skuteCnost je, Ze
neurony které jsou termindlné diferencované a nejsou jiz schopny mitdzy, jsou nyni
potlacovany bunkami, které¢ byly v kultufe inhibovany RA a zachovaly si schopnost déleni.
Tyto bunky pfertistaji a stavaji se v kultufe dominantni (Jones-Villeneuve et al., 1982). Tento
vysledek potvrzuje i McBurney et al., ktery zjistil, Ze Sesty den od iniciace RA exprimuje vice

jak 85 % bunck markery typické pro neuralni diferenciaci (McBurney ef al., 1988).

Vlastni prace
Jako prvni byla polozena hypotéza, zda faktory které bunky produkuji do vnéjSiho
prostfedi (média) podporuji diferenciaci. Pro testovani nasi hypotézy, jsme ziskali dva modely

kondiciovanych médii, které ndm vyprodukovaly buniky ovlivnéné RA.



Druhd hypotéza se tykala otazky, zda mezibunéény kontakt mize mit vliv na
diferenciaci neurdlnim smérem. Pro testovani této hypotézy jsme pouzili buiiky ovlivnéné RA
a nasledné¢ mitoticky inhibované mitomicinem C (MMC-mitomicin) a nebo fixované
formaldehydem (FA-formaldehyd). Tyto fixa¢ni latky jsme zvolili z divodu rozdilného
ucinku na podkladovou vrstvu bun¢k. MMC inhibuje déleni bunék pii zachovani jejich
zivotaschopnosti. Buiikky po fixaci FA jsou ,usmrceny®, ale jejich povrchové ligandy

zustavaji dostatecné piistupné pro nasledné ptisedlé bunky.

METODIKA

Kultivace bunék

Pro nase pokusy byla pouzita linie embryondlnich karcinomovych bunék stabilni linie
s oznatenim P19 (EC P19). Tato linie byla ziskdna nakupem z bunécné banky (European
Collection of Cell Culture, Wiltshire, GB) a jako nediferencované byly kultivovany na
tkanovych miskédch v kompletnim sérovém médiu: DMEM (DMEM-Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) (PAA Laboraties, Linz, Austria) obsahujici 10 % fetalniho teleciho séra
(FCS-fetal calf serum) (PAA Laboraties, Linz, Austria), 0,05 mmol/ml B-mercaptoethanolu
(Sigma, St. Louis, USA), 100 m. j./ml penicilinu (Gibco BRL, Chemos CZ, Praha, CZ) a 0,1
mg/ml streptomycinu (Gibco BRL, Chemos CZ, Praha, CZ). Pted kultivaci byly misky
osetieny 0,1% roztokem zelatiny (Sigma, Praha, CZ).

Pro diferenciaci bunék, bylo pouzito medium bezsérové: DMEM/F12 1:1 (PAA
Laboraties, Linz, Austria) s pfidavkem inzulinu, transferinu, selenu (Gibco BRL, Chemos CZ,
Praha, CZ), 100 m. j./ml penicilinu (Gibco BRL, Chemos CZ, Praha, CZ) a 0,1 mg/ml
streptomycinu (Gibco BRL, Chemos CZ, Praha, CZ). Osetfeni misek pied kultivaci viz. vySe.

Vesker¢ kultivace probihaly v inkubatoru v atmosféte s obsahem 5% CO, pii 37 °C.

Priprava kondiciovanych médii

Pred kultivaci byly tkanové misky standardné oSetfeny 0,1% roztokem Zelatiny, po
adhezi EC P19 bunék na miskach (3 hodiny) bylo do DMEM média pfidano 0,5 pumol/ml RA
po dobu 48 hodin. Dalsi postup pii odbéru kondiciovanych médii viz nize, model 1 a model 2.

Model 1: Poté byly buiiky 2x 5 minut omyty fosfatovym pufrem (PBS) a pfevrstveny
na 24 hodin Cerstvym ITS médiem. Toto médium bylo povazovéano za kondiciované faktory
produkovanymi EC P19 bunkami indukovanymi RA.

Model 2: Druh4 alternativa kondiciovaného média je shodna s modelem 1, ale buiiky

byly po omyti PBS opét prevrstveny DMEM médiem a po dobu 24 hodin, nasledné¢ bylo



médium vyménéno za ITS médium na dalSich 24 hodin, poté bylo povazovano
za kondiciované podobné jako u modelu 1.

Pro odstranéni plovoucich bunék a jejich zbytkd bylo odebrané médium odstfedéno pii
4000 otackach/min. A takto pfipraveny supernatant byl pouzit jako kondiciované médium

v nasledujicich experimentech.

Méreni koncentrace kyseliny retinové v kondiciovanych médiich

Pro méfeni RARE aktivity resp. koncentrace RA v kondiciovanych médiich byla
pouzita stabilni linie EC P19/A15, ktera obsahuje pRAREB2-TK-luc plazmid (darovano od
Christopher Glass, University of California, San Diego, La Jolla, California, USA). Aktivita
byla zjistovana pomoci kitu Luciferase Assay Systém (Promega, East Port Praha, Praha, CZ)
v podob¢ intenzity vznikajiciho svétla méfeného citlivou fotobunikou luminometru, vzorec
reakce viz. obr. 3.1., dale dle navodu vyrobce (www.promega.com [online], popsano

Pachernik et al., 2002).
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Obr. 4.1.: Vzorec reakce. (www.promega.com [online])

Piiprava podkladové vrstvy bunék

Pted kultivaci EC P19 bunék byly misky standardné oSetteny 0,1% roztokem zelatiny.
Po adhezi bunék (3 hodiny) bylo do DMEM média piidano 0,5 umol/ml RA na 48 hodin.
Poté nasledovaly dvé varianty ovlivnéni bunék MMC a nebo FA. MMC jako inhibitor mitdzy
byl aplikovan piimo do DMEM média na 2 hodiny v mnozstvi 100 ng/ml, nasledovalo omyti
bun¢k 2x 5 minut vPBS a bunky byly pievrstveny cerstvyym DMEM médiem
s nediferencovanymi EC P19 buitkami. Po adhezi téchto bunék (3 hodiny) bylo DMEM
médium vyménéno za ITS médium. Takto koncipovana kultivace probihala po dobu 5 dni.

Fixace pomoci FA. Bunky kultivované v DMEM s RA po dobu 48 hodin byly
oplachnuty 2x 5 minut PBS a ptevrstveny novym PBS s 2% FA po dobu 15 minut. Opét
nasledovalo 2x 5 minut omyti bunék v PBS a pfevrstveni Cerstyym DMEM médiem
s nediferencovanymi EC P19 buiikami. Za 3 hodiny, po adhezi bun¢k, bylo DMEM médium

vyménéno za ITS médium. Kultivace trvala shodné 5 dni.


http://www.promega.com/
http://www.promega.com/

Analyza Western blot

Sklizeni bun&k a piiprava vzorkli na western blot analyzu: Buiky byly 2x 5 minut
omyty PBS a poté sklizeny lyza¢nim pufrem (1% SDS, 50 mmol/ml Tris-HCL, pH 7,5, 10%
glycerol). Homogenizace vzorkl byla podpofena sonikaci ultrazvukem na pfistroji Sonoplus
(Bandelin Electronic, Berlin, SRN) a spektrofotometricky zméfena koncentrace proteint
pomoci kitu DC Protein assay kit (Bio-Rad, Bio-Consult, Praha, CZ) pti vlnové délce 690 nm.
Vzorky byly rozfedény na jednotnou koncentraci 0,5 pg proteinu na pl, doplnény
bromfenolovou modii (BFB, vyslednd koncentrace 0.01%) a beta-merkaptoetanolem
(vyslednd koncentrace 1%). Elektroforéza v SDS-polyakrylamidovém gelu: Vzorky
o celkovém mnozstvi 5 pg proteinu vzorku byly naneseny na 10% akrylamidovy gel pro SDS-
PAGE (SDS-PAGE-sodium dodecyl sulphate — polyakrilamid gel). Po rozdéleni v gelu byly
jednotlivé proteiny pieneseny piesavkou v elektrickém poli na PVDF membranu (PVDF-
polyvinyl difluoride membrane) (Immobilon-P, Sigma, Praha, CZ). Imunodetekce
jednotlivych proteinii. PVDF membrana s pfenesenymi proteiny byla inkubovéna 1 hodinu v
5% roztoku odtu¢néného mléka z divodu vyblokovani jednotlivych nespecifickych mist.
Nasledovala inkubace s primarni protilaitkou (10 hodin) pfi 4 °C. Poté byly membrany
oplachovany 5x 10 minut v omyvacim pufru (10 mmol Tris-HCl pH 7,4, 150 mmol NaCl,
0,05% TWEEN 20), nésledovala inkubace s pfisluSnou sekundérni protilatkou (1 hodinu)

a opét oplachovani membrany 5x 10 minut v omyvacim puftru.

Vizualizace detekovanych proteinti byla provedena pomoci kitu ECL+Plus reagent
(Amersham Pharmacia Biotech, Praha, CZ) a signal exponovan na negativni film znacky

Agfa.

Proteiny jejichZ exprese byla sledovana

BII-tubulin — je neuron-specifickéd izoforma B-tubulinu. Tato izoforma tubulinu byla
prokazana u neuronil, nervovych vldken a gangliovych bun€k (Draberova et al., 1998), byl
pouzit, jako marker neuralni diferenciace.

N-CAM - nerve-cell adhesion molecule. Jak ndzev tika, rodina téchto proteini je
velmi dualezitd pro nervovou tkan. Objevuji se pii zacatku morfogeneze nervové tkané,
rovnomérné rozdélené podél neurdlni trubice. Za¢nou-li nervové buniky migrovat, N-CAM
vymizi, ale opét se objevi, kdyZ migrace ustane a objevi se ganglia (Masopust et al., 2003
[online]).

p27 — exprese proteinu p27 se zvysuje s neuralni diferenciaci (Bryja, 2004).



VYSLEDKY A DISKUZE

Analyza u¢€inki solubilnich faktori na neuralni diferenciaci

Nase vysledky poukazovaly, ze model 1 kondiciovaného média mél pozitivni vliv na
diferenciaci neurdlnim smérem, jak bylo detekovano na zménach exprese neurdlnich markera
(N-CAM, BllII-tubulin, p27). Toto médium bylo odebrano piimo z bunék, které byly
ovlivnény RA, bez 24 hodinové prodlevy. Kondiciované médium, které bylo pfipraveno s 24
hodinovou prodlevou pied odebranim kondiciovaného média (model 2), na diferenciaci vliv
nemélo. Po provedeni méfeni RARE aktivity resp. koncentrace RA v kondiciovanych médiich
prostifednictvim reportérové linie (Pachernik et al., v tisku) jsme zjistili, ze kondiciované
médium v pfipadé modelu 1 mélo schopnost vice jak stondsobné indukovat RARE aktivitu u
pouzité¢ reportérové linie nez kondiciované médium modelu 2, kdy je schopnost indukce
RARE aktivity srovnatelnd s kontrolnim vzorkem a tedy vlastnim pozadim této detekce viz
graf 1. Tento vice jak stondsobny rozdil v RARE aktivité, ktery se projevil jak zménou
morfologie bun¢k béhem kultivace, tak expresi proneuralnich markerd, odpovida piiblizné
pritomnosti 1-10® mol/l RA v médiu. Tento vysledek se shoduje s pfedeslymi pracemi
(Tanaka et al., 1992, Pachernik et al., 2002), které ukazuji , ze rychlost neurélni diferenciace
muze byt podpofena RA. Nami namétfend koncentrace RA v kondiciovaném médiu (model 1)
je koncentrace, ktera je jiz sama schopna indukovat neuralni diferenciaci u EC P19. Toto
posileni neurdlni diferenciace je koncentratné zavislé v rozsahu koncentraci od koncentrace
5107 resp. 510 mol/l po 5:10° mol/l RA v porovnani s buiikami kultivovanymi jen

v bezsérovém médiu (Pachernik et al., v tisku).
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Graf 1.: Vysledky méreni kondiciovanych médiich pomoci reportérové linie. Na ose ,,y“ je
znazorneno relativni mnozstvi svétla (RLU-relative light units) vyprodukované reakci
luciferinu a luciferdzy. Na ose ,,x “ jsou zndzornény jednotlivé kombinace.



Analyza u¢inku mezibunééné komunikace na neurilni diferenciaci

Po provedeni analyz, které ndam mély odhalit odpoveéd’ na nasi druhou hypotézu, jsme
dospéli k zavéru, ze ani bunky podkladové vrstvy indukované RA nemaji schopnost
akcelerovat neuralni diferenciaci u nediferencovanych bunék, jak se to podafilo napf.
Kawasaki et al. (Kawasaki et al., 2000). Ten identifikoval stromalni bunky podporujici
neuralni diferenciaci (SDIA-stromal cell-derived inducing activity), tyto builky maji
schopnost podporovat, jako podkladova vrstva, builkky v neurdlni diferenciaci aniz by byla
nutnd kultivace v EB nebo indukce RA a tuto vlastnost si zachovavaji i po fixaci 4%
formaldehydem. Vyznam vzajemnych mezibunéénych kontaktd i pro in vitro indukovanou
diferenciaci EC bunc¢k dokumentuji prace studujici plisobeni hustoty buné¢k na jejich
diferenciaci béhem kultivace. Kultivace o nizké hustoté, kde nebyl ani mezibunéény kontakt,
nediferencovaly ani po indukci RA. Pii kultivaci o vyssi hustoté s RA doslo k diferenciaci

neurdlnim smérem (Berg a McBurney, 1990; Schmidt ef al., 1992).

ZAVER

Prvni ¢éast experimentli zahrnovala ovéfovani vlivu solubilnich faktori na neurélni
diferenciaci pomoci kondiciovanych médii. Podafilo se ndm zjistit, Ze na diferenciaci bunék
nemély vliv neznadmé solubilni faktory v kondiciovanych médiich, ale samotna ptitomnost
RA, pravdépodobné uvolnéna z indukovanych bunék.

Zkoumédnim vlivu mezibunééného kontaktu se ndm nepodafilo prokéazat, ze by
kultivace bun€k indukovanych RA a mitoticky inhibovanych MMC nebo fixovanych FA méla

schopnost podpofit neuralni diferenciaci bun¢€k nasledné vysetych.
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