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Zpuisob kultivace bunék

Oblast techniky

PredloZeny vyndlez se tyké& zplsobl kultivace bun&k, zejména
zpusobli kultivace bun€k pro pfipravu v podstat& homogenni populace
bunék (nap¥iklad neuronovych buné€k) in vitro. Vyndlez se dale tyka
neurdlnich bun€k (nap¥iklad lidskych neurdlnich bun&k), které maji
zabudovany selek&ni markery (nap¥iklad pozitivni a/nebo negativni

selekéni markery) .

Dogsavadni stav techniky

Centrdlni nervova soustava je v soudasné dobé predm&tem
intenzivniho zkouméni, ale jeji mimo¥addnd sloZitost na bunédné
Grovni pusobi proti Uplnému pochopeni jeji funkce. Zatimco se
stdle vice rozvijeji selektivni postupy oznacovani specifickych
subpopulaci neurédlnich bunék ex vivo (jako  imunodetekce,
histochemie hybridizaci in situ atd.), separace a purifikace

~

té&chto subpopulaci jako Zivych bunék p¥indsi vaiZzné potiZe.

S ohledem na tento problém jsou pouZivany ruzné pr¥istupy.
Napriklad se pouzivaji techniky, jako je diferencialni
odsﬁfedovéni, pro obohacovani specifickych neurdlnich bunédnych
fenotypt. Dal&i metody jsou =zaloZeny na pouZiti specifickych
substratd specifickych pro fluorescendni bunky k oznadeni
subpopulaci bunék, nebo na pouziti fluorescenc¢nich stopovacich
barviv vstfikovanych do specifické terminadni oblasti daného
souboru neuront (Schaffner a kol. (1987), J. Neuroscience 7:3088).
V  kaZdém ptripadé probihd oddé&lovani oznacenych bun&k od
neoznacenych bunék t¥idénim fluorescenci aktivovanych bunék

{fluorescence-activated cell sorting, FACS).

Dal&i postup je =zaloZen na identifikaci na extraceluldrni
membréné vazanych markerd specifickych pro dany bunédny typ
(Urakami & Chiu (1990), J. Neuroscience 10:620). V tomto p¥ipadé&
je dosaZeno oddéleni nanesenim populace smisenych bun&k na

adherentni vrstvu protilatky za wvzniku komplext burika-protiléatka,
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z nichZ mohou byt buiiky, o které je zédjem, pozd&ji disociovany pré

dal8i studium.

Podle dalSiho zn&mého postupu jsou origindlni buiiky, z nich¥

vznika specifickd bun&nd populace, imortalizovany transdukci

onkogenu nebo subkultivaci samovolnych bun&Enych vyrtastkil.

Pravdépodobné& s vyjimkou techniky imortalizace
prekurzorovych bunék, nenabyla vét8ina t&chto postupll v3eobecného
pou?iti. Céstedn& je to diky mimo¥&ddné heterogenitd fenotypa v
centradlnim nervovém systému, takové, Ze pouZité markery a
_ separativni techniky musi byt maximdlné€ specifické, aby se

zabrdnilo kriZovym reakcim s neZiddoucimi buné&nymi typy.

Za druhé 3je stupenn purifikace, poZadovany pro ziskani
homogenity, ¢asto v rozsahu dvou nebo vice F&dh; takové obohaceni

je p¥ili§ velké pro FACS nebo nanédSeni na vrstvu protilatky;

vysledkem je urc¢ity stupeinl kontaminace.

Za tY¥eti je dostupnost dostatecné hojnych, av8ak pritom
jesSté adekvatné specifickych extraceluldrnich marker, které jsou
b&Zné také pro lépe charakterizované neurdlni bunécné skupiny
(nap¥iklad dopaminergické Dbullky nebo glutamatergické buriky),

omezené.

Dédle vyZaduje vét8ina z téchto znémych obohacovacich technik
relativné nezralé neurdlni Dbuiiky, aby se =zabrénilo jejich

destrukci v prubéhu postupu.
Kone¢né jsou tyto tGvahy jesté mnohem vice omezeny u lidskych
neurédlnich bunék wvzhledem k potiZim, které jsou pri ziskivani

pot¥ebnych mnozstvi derstvé lidské mozkové tkéané.

Podstata vynéalezu

PredloZeny vyndlez poskytuje zplsob selektivni kultivace
preselektované subpopulace bunék z heterogenni populace in vitro,
obsahujici kroky:

(a) wvneseni selek&niho markeru (naptriklad pozitivniho a/nebo

negativniho selekéniho markeru) do heterogenni bunécné populace,




pricemZ marker podléhd v preselektované subpopulaci diferenciilni
expresi/aktivité&; a
(b) selektivni kultivace preselektované subpopulace na bazi

diferencidlni exprese/aktivity selek&niho markeru v ni.

Preselektovanou subpopulaci bunék miZe byt v podstaté
homogenni populace bunék konkrétniho bun&&ného typu nebo bun&dné
t¥idy. Napriklad miZe byt preselektovanou subpopulaci konkrétni
t¥ida neurdlnich bunék. V p¥ipadd neurdlnich bun&k mi¥e byt

preselektovand populace selektovdna na z4klad® charakteristik

transmiteru, napriklad mohou byt postupem podle tohoto vyndlezu
selektivné kultivovany neurony obsahujici dopamin nebo
acetylcholin.

Selekdni markery nemusi byt vneseny do kaZdé bunky tvo¥ici

heterogenni bunéfnou populaci; pro veétsSinu GCell je postadujici,

kdy%Z selek&ni markery p¥ijme vyraznad Zast bunék.

Vyhodné€ se vSak selekdni marker (markery) =zabudovavaji do
vét&iho podilu (napt¥iklad v podstaté do celé) heterogenni buné&dné

populace.

Jak je zde doloZeno, postup podle vynédlezu nalezne konkrétni
vyuziti p¥i selektivni kultivaci specifickych t¥id v podstaté
normélnich neurédlnich bunék. Postup podle predloZeného vyndlezu mé
ale 1 obecné pouZiti a miZe byt pouZit pro selektivni kultivaci

jinych subpopulaci bunék.

Ze stavu techniky je znémo, Ze neurédlni bunky savcd mohou
byt transdukovany heterolognim genetickym materidlem. Pro
transdukci eukaryotickych a jinych bunék existuje mnoho metod, ale
charakteristiky neurdlnich bunék jsou takové, Ze pY¥irozené postupy
transfekce jsou v soudasnosti nejvyhodn&€jsi (Miller (1992), Nature
357:455) . Napfiklad  transdukce  virové obalenym  genetickym
materidlem je nejen U¢innéjsi, ale rovnéZ ma& =za nésledek niZsi
amrtnost neurdlnich bunék béhem aktudlniho postupu, neZ ke které
dochéazi naptriklad p¥i vysréazeni fogforednanem vapenatym,
elektroporaci, ost¥elovani mikroprojektily nebo p¥i mikroinjekci.
Transdukce savéich neurdlnich bunék z centrdlni nexrvové soustavy
in vivo (Culver a kol. (1992), Science 256:1550) 1 1in vitro

(Stringer & Foster (1994,) Brain Res 79:267) byly popséany.




Geneticky materidl, ktery miZe byt zaveden do %ijicich
bunék, miZe zahrnovat jak pozitivni, tak negativni selek&ni
marker. Pozitivni selek&ni marker Jje takovy, ktery umoZni
transdukované buiice p¥eZit za podminek, které by usmrtily buiiky
neexprimujici selekdni fenotyp. Negativni selekd&ni marker
proptjcuje citlivost buiikdm, které ho exprimuji, tak¥e jsou nideny

za podminek, které jsou pro jiné bullky relativné& nedkodné.

Je dostupnéd Sirokéd frada selekdnich markert. Geny, které jsou
Siroce aplikované jako pozitivni selekéni markery, zahrnuji
bakteridlni fosfotransferédzu neomycinu (neo; Colbere-Garapin a
kol. (1%81), J. Mol. Biol. 150:1), hygromycinfosfotransferézu
(hph; Santerre a kol. (1984), Gene 30:147) a
xanthinguaninfosforibosyltransferdzu (gpt; Mulligan & Berg (1981),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072).

Také se pouzivajil jako pozitivni selekdéni markery
thymidinkindza viru herpes simplex typu 1 (HSV-1 TK ; Wigler a
kol. (1977), Cell 11:223), adeninfosforibogyltransferédza (APRT;
Wigler a kol. (1979), Proc. Natl. Acad. Sci., USA 76:1373) a
hypoxanthinfosforibosyltransferdza (HPRT; Jolly a kol. (1983),
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 80:477). Tyto posledné& uvedené
markery museji byt pouZity v butikdch, které maji zvlastni mutantni
genotyp (totiZz takovy, ktery vede k deficitu genového produktu, na

némz je selekce zaloZena).

Vyhodné negativni selekéni markery zahrnuji geny kédujici
produkty tykajici se programové bunédné smrti (apoptdzy) ,
napriklad gen pro p53. Tyto negativni selekéni markery mohou byt
aktivovany vyvoladnim exprese doty¢ného genu (napr¥iklad pouZitim
promotoru citlivého na tetracyklin, jak je popséno déale). PouZiti
gent, kdédujicich produkty Géastnici se apoptdzy, mé& tu vyhodu, Ze
doasna exprese (v mnoha p¥ipadech 30 minut nebo méné) genu miZe
byt postadujici k zaniku butiky, a umoZnuje tak spolehlivou a

velice ostrou negativni selekci.

Nékteré z vySe uvedenych gent také dodavaji negativni stejné
jako pozitivni selekéni fenotypy. Tyto geny zahrnuji HSV-1, APRT,
HPRT a gpt. Tyto geny kéduji enzymy, které mohou katalyzovat

konverzi Jjistych nukleosidovych nebo purinovych analogl na




cytotoxické meziprodukty. Nap¥iklad nukleosidovy analog
ganciclovir (GCV) je dobrym substrdtem pro HSV-1 thymidinkindzu,
ale Spatnym substridtem pro p¥irozenou thymidinkindzu nachizejici
se v burikédch savcl. V dasledku toho miZe byt pouZit GCV pro
Gé¢innou negativni selekci proti builkdm exprimujicim gen HSV-1 TK
(St. Clair a kol. (1987), Antimicrob. Agents Chemotherap. 31:844).

Xanthinguaninfosforibosyltransferdza miZe byt pouZita pro
pozitivni 1 negativni selek¢i v pr¥ipadé€ exprese ve standardnich
bunikéch (Besnard a kol. (1987), Mol. Cell Biol. 7:4139) .
Cytosindeamindza miZe byt rovnéz pouZita jako negativni selekdéni
marker, prevadéjici neSkodny 5-fluorcytosin na cytotoxicky 5-
fluorouracil (Polak & Scholer (1976), Chemotherapy (Basel)
21:113).

Selek&ni markery se obvykle pouZivaji jak v prokaryotickém,
tak v eukaryotickém genetickém inZenyrstvi, aby umoZnily ze smésné
populace bunék izolaci téch, které prodé€laly vyjimednou genetickou
zménu. Nap¥iklad mohou byt pouZity ve fyzikdlnim spojeni s jinym
genem, ktery kéduje produkt zadjmu, aby se selektovaly buiiky, které
pribraly tento dal&i gen spolu se selekénim markerem. P¥ikladné
byl neo gen pouzit k monitorovani geneticky wodifikovanych bunék

odebranych ze vzorku pacienta, ktery se podrobil genové terapii.

RovnéZ bylo navriZeno pouZit negativni selekdni markery jako
bezpefnostni prost¥edky v genové terapii (Lupton a kol. (1991),
Mol. Cell Biol. 11:3374). Mnoho genovych terapii zahrnuje odebréni
somatickych bunék pacientovi, zavedeni terapeutického genu do nich
(jehoZ exprese vede k opravé Dbiochemické 1éze), s néslednym
opétovnym prenesenim bunék do pacienta. Jelikoz sge opétovné
zavedené geneticky modifikované builky mohou v konedném disledku
projevit jako  8kodlivé pro zdravi pacienta (napt¥iklad pokud se
projevi jako  imunologicky nekompatibilni nebo se stavaiji
malignimi), wmbZe byt spolu s terapeutickym genem zaveden
negativni selekéni marker, aby se umoZnila (pokud je to nezbytné)

nédgslednad selektivni eliminace geneticky modifikovanych bunék.

Byla pYipravena fada vektorl nesoucich pozitivni nebo
negativni selekéni markery, a pro odbornika v dané oblasti :

techniky Jjsou tyto snadno dostupné (viz napf¥. Miller (1992),




Nature 357:455). Ostatni mohou byt snadno sestaveny poufitim

standardnich postupl klonovéani genu.

Postup podle vyndlezu mi¥e zahrnovat p¥edchozi indukci nebo
replikaci ve sm&sné populaci embryondlnich neurédlnich bundk,
pouziti dopliiku do kultiva&niho media, jako je epidermdlni rlstovy
faktor nebo fibroblastovy rustovy  faktor, nebo  pfredchozi
transfekci imortalizacdnimi onkogeny k vyvoldni takové replikace.

Alternativné lze pouZit neexpandujici bun&&né kultury.

Vyhodné jsou builky v c¢asném stupni po ofkovani transdukovany
pozitivnim selekénim markerem a negativnim selekénim markerem,
obéma operabilné vazanymi s prvkem exprese. Prvek exprese mbZe byt
specificky pro danou oblast centrédlni nervové soustavy, dany typ
neuralnich bunék nebo specifickou subpopulaci neuront. Po dosaZeni
poZadované UGrovné expanze kultivace mohou byt bulliky ponechény,
alesponn déastecné, aby se diferencovaly. Potom se aplikuje
p¥islugné lélivo, takZe se odstrani netransdukované buriky a buiky
transdukované bez aktivniho specifického prvku exprese, =zatimco
transdukované bunky s aktivnim prvkem (ktery vede k expresi

nadsledujicich selek&nich markert) budou rezistentni.

Prvky exprese pro pouziti podle vynédlezu mohou byt p¥ikladné
vybrédny z: promotort a/nebo zesilovadl transkripce, které jsou
specificky GC¢inné v: '
(i) dopaminergickych, serotoninergickych, GABAergickych,
cholinergnich nebo peptidergickych neuronech nebo jejich
subpopulacich; (11) Schwannovych  burtikach, oligodendrocytech,
astrocytech, mikrogliich a jejich subpopulacich; (iii) konkrétnich
stadiich embryogeneze a (iv) jinych specifickych tkéanich, jinych
neZ neurdlnich. 2Zvlasté vvhodné pro pouziti podle predlozeného
vyndlezu Jjsou na tetracyklin citlivé promotory popsané nap¥iklad
Furthem a kol., (1994), PNAS USA (sv. 91, str. 9302-9306). Tyto
promotory mohou byt pouZity jako prvek v reguladnim systému
citlivém na tetracyklin, k ovlivn&ni <&asové a/nebo prostorové

regulace genové exprese in vivo.

Alternativn& mohou byt vybrény z promotord a/nebo zesilovadh
transkripce, které ¥idi transkripci gend pro: (i) receptory
specifické pro neurotransmitery; (ii) iontové kanaly; (iid)

receptory uUc¢astnici ge hradlovani ("gating") iontovych kanall;




(iv) cytokiny, réstové faktory a hormony a (v) Jjakoukoliv
substanci, ktera je specificky  produkovéna a vyludovana
parakrinnim, autokrinnim nebo endokrinnim zpisobem. P¥iklady jsou

v tabulce 1.

Vynalez poskytuje zplsob kultivace lidskych a jinych sav&ich
bunék (nap¥iklad neurdlnich bunék) a produkce homogennich kultur
jednotlivého bunédného typu selekci na subpopulaci bund&k na bazi

genetického materi&lu v nich obsaZeného.

Tyto kultury mohou mit xGzn& pouZiti vdéetné zakladnich
elektrofyziologickych, neurochemickych a vyvojovych experimentt.
Dédle mohou byt populace purifikovanych neurédlnich bun&k uZitedné
v mnoha klinicky pouZitelnych studiich, jako Jje stanoveni
uskutednitelnosti transplantace ke zmirnéni symptomli

degenerativnich onemocnéni centrdlni nervové soustavy, a mohou

nachédzet pouziti p¥i ruznych  formdch 1éc&eni, prevence a
diagnostiky.
Uvedend onemocnéni zahrnuji: (i) Parkinsonovu nemoc nebo

parkinsonismus, p¥idemz preselektovanou subpopulaci bunék jsou
dopaminergické neurony substantia nigra; (ii) Huntingtonovu nemoc,
p¥ifemz preselektovanou subpopulaci bunék jsou neurdlni buiky
z Ccorpus striatum; (1i1) Alzheimerovu nemoc, pricemz
preselektovanymi subpopulacemi buné€k jsou neurony obsahujici
acetylcholin, serotonin a/nebo noradrenalin, spojené s neo- a
paleokortexem; nebo (iv) sklerdzu multiplex, pridemzZ

" preselektovanou subpopulaci bunék jsou oligodendrocyty mozku.
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TABULKA 1
Promotor Tkéari/typ buiiky Aplikace Odkaz

Tyrosin Katecholaminergické Alzheimer.nemoc Stachowick a kol. (1994)
. hydroxylaza neurony Parkinson. nemoc Mol Brain Res 22,309-19

Ikuama & Nakata (1994)

Jap J Clin Med 52,962-8
Motejlek a kol. (1994)
Biol Chem 269,15265-73
Hoyle a kol. (1994)
Nerosci 14,2455-63
Pichon a kol. (1994)
Biochem J 298,537-41
Ding a kol. (1994) Mol

Brain Res 20,181-91

Nakayama a kol. (1963)

Int Immunol 5,817-24
Li a kol. (1963)
Neurochem Res

18,271-5




P¥iklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Priprava homogenni kultury lidskych dopaminergickych neuront

Gen thymidinkin&zy (tk) viru Herpes simplex (HSV) a gen neo
jsou operabilné vazdny na promotor, ktery Jje aktivni pouze
v neuronech obsahujicich dopamin, naptiklad kontrolujicich expresi
tyrosinhydroxylazy (viz, nap¥. Harrington a kol. (1987), Nucl.
Acids Res. 15:2363). Konstrukt se potom klonuje do vhodného
klonovaciho mista retroviradlniho vektoru a pouZije se k transfekci
amfotropni retrovirové obalujici bunédné 1linie (nap¥. y-forma
("crip") (prehled wviz Molecular Virology: A Practical Approach
(ed. AJ Davison & RM Elliott), IRL Press, 1993).

Tkan se oddéli =z ventrdlniho st¥edniho mozku 1lidského
embrya (pfiblizné 5-8tydenniho téhotenstvi) a péstuje
v disociované kultu¥e. Dopaminergické prekurzorové buriky se navodi
'k replikaci pouzitim fibroblastového ruastového faktoru (Mayer a
kol. (1993), Neuroscience 56:389), epidermadlniho rustového faktoru
(Reynolds & Weiss (1992), Science 255:1707) nebo onkogenni
transdukci (Stringer a kol. (1994), Brain Res. 79:267). Kratce po
ofkovéni se kultivované builky transdukuji retroviridlné obalenymi
selekénimi markery a kultury se ponechaji expandovat. KdyZ e
vyprodukovan dostatelny polet bunék, inkubuji se kultury =za
podminek vedoucich k =zastaveni déleni neuront. Potom se kultury
oSet¥i geneticinem, aby sge eliminovaly netransdukované bunky a
transdukované bunky neexprimujici tyrosinhydroxylézu, ale

ponechaji se transdukované neurony obsahujici tyrosinhydroxylazu.

Priklad 2

Priprava homogenni kultury lidskych oligodendrocytt

Gen thymidinkindzy (tk) viru Herpes simplex (HSV) a gen neo
jsou operabilné vazadny na promotor, ktery Jje aktivni pouze
v oligodendrocytech, ¥idici expresi oligodendrocyticky
specifického enzymu galaktocerebrosiddzy. Konstrukt 3je virové
obalen jako v pf¥ikladu 1. Alternativné lze pouzit virus, jako je
adenovirus. Tkan z embryondlniho nebo dospélého mozku se oddéli a
kultivuje v disociované kultufe. Pokud je nezbytné, indukuje se

bunédénéd replikace (napr¥iklad pouzitim bunék z mySi HS2ts6 (Noble a
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kol. (1991), WO 91/13150), a krédtce po olkovadni se buriky
transdukuji geny kédujicimi pozitivni selekéni marker vézany
napriklad na promotor galaktocerebrosiddzy, a negativni selekdni
marker vazany na p¥irozené aktivni promotor, jako je
cytomegalovirus. Bun&fnd selekce se provede jako v p¥ikladu 1 a

poskytne &isté populace oligodendrocyti.
P¥iklad 3
Priprava homogenni kultury v podstaté& normdlnich lidskv¥ch bundk

ganglia dorzdlniho ko¥ene exprimujicich peptid p#ibuzny genu

kalcitoninu

Neurony =z ganglii dorzdlniho ko¥ene (DRG) se mohou
kultivovat in vivo pri pouziti jako zdroje materidlu embryondlni,
neonatdlni nebo dospé&lé tké&né. Smésnd bunédnd populace se
kultivuje nap¥iklad na podkladové vrstvé napriklad predem
p¥ipravenych Jjingch neZ neurondlnich bunék odolnych proti
neomycinu za vzniku trofického noside (Brenneman a kol. (1987), J.
Cell Biol. 104:1603). DRG builky se transfikuji adenovirovou
technologii genem neo vazanym operabilné na promotor exprese
peptidu p¥ibuzného genu kalcitoninu (CGRP). Po nékolika dnech pro
umoZnéni aktivace promotoru a tim indukovéni exprese neo se DRG
butiky, které aktivné neexprimuji neo, znic¢i pouZitim neomycinu.
Vysledkem Jje <&istd populace diferenciovanych CGRP-pozitivnich

neurond z lidskych DRG pro pouziti in vitro.

P¥iklad 4

Transdukce neurdlnich bunék

Primdrni bunky z fetéalni (z 8. tydnu téhotenstvi) lidské
kiry, corpus striatum, hypothalamu, mezencefalonu, komplexniho
gvu, prodlouZené michy a wventrdlniho rohu michy byly oddé&€lené
oCkovany do banék potaZenych Zzelatinou/poly-L-lyzinem. Prostfedim
byla sm&s DMEM/Ham”s F12 (1:1) obsahujici penicilin/streptomycin,
L-glutamin (2mM) a modifikovany zasobni roztok (Bottenstein a
Sato, PNAS 76(1979)514-517; Romijn a kol., J. Neurophysiol.
40(1981)1132-1150), ktery obsahuje bazicky fibroblastovy rustovy
faktor (5 ng/ml).

Jakmile butiky p¥ilnuly, byly do prost¥edi spoledné s 0,8

pg/ml polybrenu p¥idany retroviradlni castice obsahujici konstrukt
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(tsA58) marker odolnosti proti geneticinu (GR18YT)

Po 1 hodin& bylo kultivadni medium

Po 5 dnech byl do kultivadniho
prost¥edi pr¥idavén po dalSich 10 dni geneticin (0,4 mg/ml),
vymytily bunky, které nemaji zabudovany retrovirovy vektor.

zahrnujici
vazany na promotor SV4O0T.
nahrazeno <&erstvym mediem.

aby se

Po 15 aZ 20 dnech bylo moZno zjistit ve v8ech oblastech
uvedenych vyse shluky 1lidskych prekurzorovych neurédlnich bunék,
které byly schopné replikace v prost¥edi obsahujicim FGF a které
byly rovnéZ odolné wvudi geneticinu.

(byly

Vgechny vykazovaly neurondlni

fenotyp nap¥iklad pozitivni na neuronové specifickou

enolazu) .

Takto je mozZné transdukovat stabilni lidské neurédlni buniky
z ruznych oblasti centr&dlni nervové soustavy retrovirové obalenymi
genovymi konstrukty. Za druhé miZe konstrukt zahrnovat selekdni

znak, jako je odolnost vi&i geneticinu.
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PATENTOVE NAROKY

1. St&p nebo tkadovy implant&t obsahujici buiiky, které maji v sob&
zabudovany pozitivni selek&ni marker operabiln& vézany na tkadove

nebo bunééné specificky prvek exprese.

2. ZplUsob pripravy v podstaté C¢isté subpopulace bun& v y z n a -
Cujici se t 1 m, Ze zahrnuje kroky:

(a) poskytnuti heterogenni buné&cné populace in vitro;

(b) transfekce, infekce, napfiklad retrovirovym vektorem,
nebo transdukce heterogenni bunécéné populace pozitivnim
selekdnim markerem operabilné& vazanym na tkaiov& nebo
buné&éné& gpecificky prvek exprese za vzniku
transfikované nebo transformované heterogenni bun&&né
populace;

(c) selektivni kultivace subpopulace bunék z heterogenni
bunécné populace z kroku (b) na zakladé€ tkéanové nebo
bunécéné specifické exprese pozitivniho seleké&niho markeru

za vzniku v podstaté &isté subpopulace bunék.

3. St&p nebo tkaNovy implantdt podle naroku 1 nebo zplsob podle
naroku 2, kde buliky dale obsahuji negativni selekdéni marker,
napriklad produkt/produkty kédujici gen uGlastnici se programované
smrti builky nebo apoptdzy, napriklad gen p53.

4. Vynalez podle ndrocku 3, kde negativni selekdni marker nepodléhd

diferenci&lni expresi/aktivité&, naptriklad je exprimovin p¥irozené.

5. Vynédlez podle nékterého z predchozich narokd, kde bunky jsou

neuralni buriky, napt¥iklad neurony.

6. Vynalez podle néroku 5, kde bunky jsou lidské neurdlni bunky,
buniky stitné Zlazy, CD4 exprimujici T-lymfocyty nebo buiky ze

specifické neneurdlni tkanée.

7. Vynédlez podle néroku 5 nebo 6, kde builky jsou neurédlni buinky
vybrané z dopaminergickych, glutaminergickych,
katecholaminergickych nebo GABAergickych neuront, neuronu

noradrenalinu, gliovych buné&k ze serotoninergickych projekdénich
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oblasti, acetylcholinovych neurontl nebo gangliovych bunék lidského

dorzédlniho kmene exprimujicich peptid p¥ibuzny genu kalcitoninu.

8. Vynadlez podle n&kterého z pf¥edchozich narokd, kde tkatové nebo
bunééné specificky prvek exprese je vybrén z:
(A) promotord a/nebo zesilovadl transkripce, které jsou
specificky G&inné v:
(i) dopaminergickych, serotoninergickych, GABAergickych,
cholinergnich nebo peptidergickych neuronech a jejich
subpopulacich;
(ii) Schwannovych buiikdch, oligodendrocytech, astrocytech,
mikrogliich a jejich subpopulacich;
(1ii) konkrétnich stadiich embryogeneze;
(iv) specifické neneurdlni tkéni;
(v) endokrinnich zl&zach, plicich, svalech, pohlavnich
zléazach, vnitf¥nostech, kosterni tkéni nebo jejich &&sti nebo
G&stech;
(vi) epitelidlnich, fibroblastovych, tukovych, Zirnych,
mezenchymidlnich nebo parenchymdlnich builkéch,
(vii) slozZkéch krevniho systému, napt¥iklad T-lymfocytech,
B—lymfocytéch a makrofagach; nebo
(B) promotort/zesilovadl transkripce, které ¥idi transkripci
genl pro:
(1) neurotransmiterové specifické receptory;
(ii) ilontové kanaly;
(1ii) receptory Glastnici se hradlovani iontovych kan&lu a
(iv) cytokiny, ristové faktory a hormony;
(v) jakoukoliv 1latku, kteréd je specificky produkovéna a
. ' vyludovéna parakrinnim, autokrinnim nebo endokrinnim
zpusobem.
9. Vyndlez podle naroku 8 (B), kde je promotor vybran z promotoru
pro tyrosinhydroxyldzu, TSH receptor, BSF1l, B-hydroxylézu lidského
dopaminu, thyreoglobulin, serotonin-2-receptor, CD4 receptor a

acetyltransferédzu lidského cholinu.

10. Vynédlez podle nékterého z predchozich ndroku, kde je pozitivni
selekdni marker vybran z neomycinfosfotransferazy,
hygromycinfosfotransferazy, xanthinguanidinfosforibosyl-

transferazy, thymidinkindzy  viru Herpes simplex typu I,
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adeninfosforibosyltransferdzy a hypoxanthinfosforibosyl-

transferdzy.

11. Zpusob podle nékterého z néroklh 2 aZ 10, kde heterogenni
bunéénou populaci je primdrni bun&fnd kultura, nap¥iklad 1lidska -
jako je fetdlni - primdrni neurdlni buné&lnd kultura, nap¥iklad

obsahujici neur&dlni kmenové/prekurzorové burky.
12. Builkky ziskatelné postupem podle né&kterého z ndroku 2 a% 11.

13. St&p nebo tkatovy implantit podle n&kterého z ndrokd 1 a 3 a¥
10 nebo builtky podle nédroku 12 pro pouziti p¥i 1é&eni, prevenci

nebo diagnostice.

14. St&p nebo tkéNovy implantét podle né&kterého z ndrokll 1 a 3 a¥
10 nebo bunlkky podle né&roku 12 pro vyrobu lédiva pro pouziti pri

léceni, prevenci nebo diagnostice.

15. Vynédlez podle n&roku 13 nebo naroku 14, kde 1lé&lenim je

transplantadni terapie.

16. Vynédlez podle naroku 15, kde transplantadni terapie je pro
1éceni:

(i) Parkinsonovy nemoci a/nebo parkinsonismu, p¥idemZ burikami jsou
dopaminergické neurony substantia nigra;

(ii) Huntingtonovy chorey, p¥icemZ buiikami jsou neurédlni builky
Z corpus striatum;

(iii) Alzheimerovy  nemoci, pridemz burikami jsou neurony
obsahujici acetylcholin, serotonin a/nebo noradrenalin, spojené
s paleo- a neokortexem;

(iv) amytropni lateralni sklerdzy, pricemz bunikami jsou
motoneurony z michy;

(v) sklerdzy multiplex, p¥ic¢emZz bunkami jsou oligodendrocyty

mozku.




