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Lé¢ba behavioralnich a/nebo psychologickych deficiti pomoci
intracerebrailni transplantace pluripotentnich neuroepitelidlnich
bunék, piiprava takovych bunék a udrZovani téchto bunécnych

linii in vitro a priprava 1éliv obsahujicich takové buiiky.

Oblast techniky:

Piredkladany patent se tyka korekce poruch chovani a/nebo
psychologickych deficitd pomoci intracerebralni transplantace
nervovych bunék a dale bun&&nych linii a 1é¢iv pouzitych pro tento
uéel. Vynalez zahrnuje také metody pro produkci a udrZovani

bunéénych linii.

Dosavadni stav techniky:

Poruchy chovani a/nebo psychologické deficity mohou byt
zapfi¢inény mnoha chorobami nebo mohou nastat po prodélaném
mozkovém traumatu. Napfiklad motoricka dysfunkce je jednim ze
symptoma Parkinsonovy nemoci. AZ doposud v mnoha ptfipadech

neexistuje vhodna 1é¢ba takovych poruch.

Podstata vynalezu:

Navrhovany vynalez ptedstavuje metodu 1é¢eni behavioralnich
a/nebo psychologickych poruch, kterd zahrnuje intracerebralni
transplantaci terapeuticky Géinného mnozstvi pluripotentnich
neuroepitelialnich bunék.

Tento vynalez je z&4sti zaloZen na poznatku, Ze jsou-li
pluripotentni neuroepitelidlni buiiky transplantovany do poSkozeného
nebo nemocného mozku, odpovidaji pravdépodobné na signaly

z poSkozené nebo nemocné mozkové tkané tak, Ze se samy
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diferencuji na fenotyp, ktery je schopen nahradit nebo alespon
kompenzovat funkéni deficit, ke kterému by jinak poSkozeni nebo
nemoc vedly.

Termin ,,pluripotentni je zde pouZzit k popisu
nediferencovanych neuroepitelidlnich buné&k, které se mohou
diferencovat na rtizné typy bunék, nebo buiiky s riznym fenotypem,
pfedev$im buiiky s fenotypem, odpovidajicim zamySlenému pouZiti.
Buné&ény typ nebo fenotyp, na ktery se takova pluripotentni buiika
diferencuje je alespoii z&asti zavisly na podminkach, ve kterych se
burika nachazi.

Pro pouziti v tomto vynalezu musi byt neuroepitelialni builky
schopné diferenciace na butiky vhodné k opravé nebo kompenzaci
poskozeni nebo nemoci v cilové oblasti mozku. Déale bude objasnéno,
7¢ buiiky pro transplantaci nemusi byt schopné diferenciace na
viechny typy nebo fenotypy nervovych bunék. Buitky mohou byt
napiiklad pouze bipotentni, oviem vy$§i stupeii potence je obecné
preferovan, nebot umoziiuje vy§si flexibilitu a potencial pro
transplantace do riznych oblasti mozku.

Mezi vhodné pluripotentni builky patii jednak buiiky znamé jako
kmenové* a potom builkky nazyvané ,prekurzorové®.

Vyhodou pluripotentnich neuroepitelidlnich bunék je, Ze jsou a
zpravidla i zistavaji podminéné nesmrtelné.

Lédba je vhodna pro kteréhokoliv savce, ale tento vyndlez se
soustied’uje predeviim na 1é6¢bu lidi, zvlasté pomoci lidskych bunék a
buné¢nych linii.

Navrhovany vynalez zahrnuje i savce, ktery podstoupil 1é¢bu

v souladu s timto patentem.




Navrhovany vynalez zahrnuje izolované lidské pluripotentni
neuroepitelialni bunky.

Navrhovany vynalez zahrnuje pfedevsim lidské podminéné
nesmrtelné pluripotentni neuroepitelidlni buiiky.

Navrhovany vynalez dale zahrnuje podminéné¢ nesmrtelnou
pluripotentni neuroepitelidlni bunéénou linii, uréenou zvlasté pro
terapeutické pouziti, konkrétné pro 1é¢bu poruch chovani a
psychologickych deficitt.

Buiiky, které jsou zde navrhovany jsou schopné, po implantaci
do poskozené ¢asti lidského mozku, napravovat poruchy chovani a
psychologické defekty. Termin ,,poSkozeny® tak jak je pouzit zde
zahrnuje redukci nebo ztratu funkce. Poskozeni mize byt zplisobeno
mnoZstvim vlivi véetné fyzického traumatu, hypoxie (nedostatek
kysliku), pisobeni chemickych latek (naptfiklad miize byt poSkozeni
zpusobeno zneuzivanim drog) a véetné nemoci. Nasledujici nemoci a
patologické stavy jsou piiklady nemoci a stavi, které maji za
nasledek poruchu chovani nebo psychologicky deficit, ktery mize byt
1é&en ve shodé s navrhovanym vynalezem: traumatické poranéni
mozku, mrtvice, perinatalni ischemie, véetné mozkové obrny,
Alzeimerova a Pickcova nemoc a jim pfibuzna neurodegenerativni
onemocnéni zpisobujici demenci, mnohocetné infarkty vedouci k
demenci, Parkinsonova choroba a ji pfibuzna onemocnéni,
Huntingtonova nemoc, Korsakoffova nemoc a Creuzfeld-Jakobova
nemoc.

Amnézie, piedevsim jako nasledek pfechodné globalni ischemie jako
napiiklad po zastavé srdce nebo pii chirurgickém srdeénim bypassu

muzZe byt také 1é6ena ve shod& s navrhovanym vynalezem.




Navrhovany vynalez déale zahrnuje proces produkce lidskych
podmin&né nesmrtelnych pluripotentnich neuroepitelidlnich bunék,
ktery se sklada z nasledujicich kroki:

(a) ziskani neuroepitelidlnich bunék z lidského plodu, buiiky musi byt
v takovém stadiu vyvoje, aby byly schopné se diferencovat do
mnoha odli§nych typi mozkovych bungk,

(b) vloZeni takové DNA do téchto bunék, kterad obsahuje sekvenci jez
dava buiikam podminénou nesmrtelnost a je pod kontrolou
odpovidajicich kontrolnich mechanizmi a

(¢) udrzovani buiiek in vitro v permisivnich podminkéch.

Proces dale zahrnuje klonovani buiiek, které vede k ziskéani
jedné nebo vice dal§ich bun&&énych linii.

Dal3%i aspekt vynalezu se tyka pluripotentnich neuroepitelidlnich
bunék (i v izolovaném stavu) pro terapeutické vyuZiti, pfedevSim u
¢lovéka. Terapeutickym vyuZitim myslime 1é¢bu behavioralni a/nebo
psychologické nedostateénosti.

Dalsi aspekt vynalezu se tykad podminéné nesmrtelnych
pluripotentnich neuroepitelialnich buné&k pro terapeutické vyuZiti,
pfedeviim u ¢lovéka. Terapeutickym vyuzitim myslime 1é¢bu
behavioralni a/nebo psychologické nedostatednosti.

Dalii aspekt vynalezu se tyka pluripotentnich neuroepitelidlnich
bunék (i v izolovaném stavu) ve vyrobé medikamentii pro 1é¢bu
behavioralni a/nebo psychologické nedostateénosti. Takové 1é¢ivo,
aby mohlo byt podano pacientovi musi obsahovat pluripotentni
neuroepitelidlni buiky.

Podminéné nesmrtelné butiky ve smyslu navrhovaného
vynalezu a tak jak jsou zde pouZity pochazi bud’ z bunééného klonu,

a nebo ze smésné populace. Buné¢éné klony jsou preferované. PouZity
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mohou byt builtky z jedné buné&né linie, stejné jako smés butiek ze
dvou ¢i vice bunécnych linii.

Navrhovany vynalez dale zahrnuje farmaceuticky
piipravek, obsahujici butiky ve smyslu tohoto vyndlezu a
farmaceuticky pfijatelny nosic.

Transplantace konspecifické fetalni nervové tkané¢ do
poskozeného mozku byla studovédna na zvifecich modelech a nasledna
reparace po$kozené tkané byla sledovana na neuroanatomické,
fyziologické a behavioralni urovnich (Dunnet & Bjorklund, 1994,
Functional Neural Transplantation, Raven Press, New York). Byly
provedeny nékteré pokusy s aplikaci této prace v 1é¢b& motorickych
dysfunkci doprovazejicich Parkinsonovu chorobu (Lindvall O., 1994,
v Dunnet & Bjorklund, 1994, Functional Neural Transplantation,
Raven Press, New York), ale $ir$i pouziti této techniky je velmi
ztézovano nutnosti pracovat s tkani z konspecifického fetdlniho
mozku. PoZzadovana fetdlni tkan musi byt specifickd pro dany typ
podkozeni a musi byt odebrana v uréitém, ¢asové limitovaném stadiu
vyvoje mozku, které je riizné pro jednotlivé mozkové regiony 1 pro
odlisné typy bunék. To vede jak k praktickym, tak k etickym
problémim.

Prace (Sinden J.D. a kol., 1995, Beh. Brain. Sci. 18, str.10) na
transplantacich fetalni tkané pii riznych typech poSkozeni prokazala,
ze pro zlep$eni rozpoznavaci funkce je nutna velmi specificka shoda
bunéénych typi.

Prokazali jsme, Ze jsou-li podminéné nesmrtelné pluripotentni
neuroepitelialni buiiky implantovany do poSkozeného mozku,
diferencuji se na spravny typ buné&k, nutny k opravé poskozeni, a

takto diferencované buiiky jsou schopné tvofit odpovidajici
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propojeni, nutna pro zlep$eni funkce. Fenotyp diferencovanych bun¢k
muzZe byt stejny, jako fenotyp poskozenych nebo ztracenych bunék,
ale stejn& tak mohou diferencované buiiky vykazovat fenotyp odlisny
a nebo dokonce n&kolik fenotypti. V kazdém ptipad¢ se ale buiky
diferencuji na fenotyp, ktery je schopen funkéni integrace do
poskozené nebo ztracené tkan& a kompenzace jeji funkce. To je
provazeno sklonem k vyhledavani poskozené tkan¢ a migraci do
takovych mist.

Pouzitim pluripotentnich bunék mame na mysli, Ze pomoci
jediného bun&&ného klonu je mozné opravit poSkozeni v mnoha
odlisnych ¢astech mozku. Znamena to také, Ze jestlize je k oprave
poskozeni v dané oblasti zapotfebi vice bunéénych typt, je jedna
pluripotentni buné&&na linie schopna diferencovat se na viechny
potiebné bunééné typy.

Podminé&né nesmrtelné buiiky jsou takové builky, které jsou
nesmrtelné za uréitych permisivnich podminek, ale nejsou nesmrtelné
v nepermisivnich podminkach. V tomto pfipad€ to znamena, Ze
pfemé&nou pluripotentnich prekurzorovych bunék extrahovanych z
fetalni tkané na podminéné nesmrtelné a jejich udrzovanim v
permisivnich podminkach lze zastavit jejich vyvoj ve vybraném
stadiu a v tomto stadiu je po dlouhou dobu i mnoZzit. PouZiti této
metody umoZiiuje vyvoj klont, které se daji snadno rozmnozovat in
vitro. Jestlize se zméni udrzovaci podminky na nepermisivni, buiiky
se mohou dale vyvijet. Jsou-li potom buiiky umistény ve vhodnych
podminkach, budou pokradovat ve vyvoji a diferencovat se.

Nesmrtelnost je u bun&k vétSinou vyvolana transdukci

onkogenu. Je zde tudiz riziko, Zze po del§i dobé& se buiiky nadorové



zvrhnou, a proto nejsou takové builky v navrhovaném vynéalezu
preferované.

Podminéné nesmrtelné butiky maji stejné vyhody jako
nesmrtelné builky v tom, Ze jsou ,,zmrazeny“ v urcitém stadiu vyvoje,
je snadné je udrzovat i rozmnozovat, pokud jsou v permisivnich
podminkach, ale mohou byt pouzity k transplantaci jen pokud
prostiedi, do kterého budou transplantovany je nepermisivni. V
ptipad& bun&k navrhovanych v tomto vynalezu byl gen, pouzity k
vyvolani podminé&né nesmrtelnosti, zvolen tak, aby pro néj podminky
v mozkové tkani byly nepermisivni.

Obvykle je nesmrtelnost u bun&k vyvoldna pomoci transdukce
onkogenu. PouZiti podminéné nesmrtelnych bunék znamena, Ze v
nepermisivnich podminkach builky nemaji onkogenni vlastnosti, a tak
je nemoZné, aby implantace takovych bun&k vedla k nadorovému
bujeni.

Jestlize jsou pouZity butiky, které nejsou nesmrtelné, musi byt
udrzovany in vitro v kultivaénim mediu s pfidavkem ristovych
faktord.

Gen, ktery je pouzit k vyvolani podminéné nesmrtelnosti mize
byt vlozen do bun&k aZ po jejich extrakci ze zvifeciho plodu.
Alternativng mohou byt pfipraveny a mnozeny transgenni organismy
(ne 1idé), jejichz nervové epitelialni buiiky nesou gen pro vyvolani
podminé&né nesmrtelnosti. Pokud jsou chovana takova transgenni
zvifata, potom builky, izolované z fetalni zvifeci tkan& jiz jsou
podminéné nesmrtelné a nevyzaduji Zddnou dalsi upravu.

Buiiky pouzivané pro 1é¢bu lidi by mé&ly byt pfednostné lidského
puvodu, aby se zamezilo problémim s odhojenim transplantatu. To

vyZzaduje pouziti fetalni tkan&. PouZiti podminéné& nesmrtelnych
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bunék znamenda, Ze pokud jednou byla populace takovych bunék
zaloZena, neni jiz znovu zapotiebi dalsi fetalni tkané. Napftiklad do
bunék odebranych z lidského plodu v urcitém stadiu vyvoje byla
vlozena DNA, potiebna pro vyvolani podminéné nesmrtelnosti.
Takové buiiky mohou byt mnozeny a klonovany a selektovany
jednotlivé bunééné linie. Udrzovani takové smiSené populace a/nebo
selekce bunéénych linii pfedstavuje konstantni zdroj materialu pro
implantace.

" Pro lé¢bu pacienta je obvykle prospé$né védeét, ve které ¢asti
mozku do$lo k poSkozeni. Jakmile je lokalizovano po$kozeni mozku,
at jiz v jednom, nebo nékolika mistech, mize byt zahajena 1é¢ba
pomoci implantace bunék do téchto poSkozenych oblasti. Oviem v
mnoha pfipadech je lokalizace a/nebo typ poSkozeni neznamy a nebo
jen velmi nepiesné charakterizovany.Naptiklad neurodegenerativni
onemocnéni mohou vést k Sirokospektrému poSkozeni mnoha typt
bunék. I 1é&eni takového poskozeni je mozné diky schopnosti
pluripotentnich neuroepitelidlnich bun¢k vyhledavat po transplantaci
poskozena mista a migrovat do nich. Pluripotentni buiiky mohou byt
transplantovany na jedno misto, a nebo 1épe na nékolik mist, odkud
pak migruji do mista (mist) po$kozeni a tam se pak diferencuji v
zavislosti na lokalnich podminkach na fenotyp nebo fenotypy, které
jsou potiebné ke zlep$eni nebo uplnému obnoveni funkce. Posmrtna
analyza mozki krys, kterym byly transplantovany buiikky podminéné
nesmrtelné pluripotentni neuroepitelialni linie ukdzala, Ze buiiky se
shlukovaly do pos$kozenych oblasti mozku (viz. Ptiklad 9), coz
dokazuje sklon bunék integrovat se do poskozenych oblasti radéji
neZz do neposSkozenych. Pluripotentnost bunék a jejich tendence

migrovat do poSkozenych mist znamend, Ze vysoce potentni buiiky z
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jediné linie jsou schopny kompenzovat $iroké spektrum poSkozeni
mnoha odliSnych bunécénych typda.

Po 1é¢bé jsou pokroky pacienta monitorovany za pouZziti
behavioralnich a/nebo psychologickych testd a/nebo, je-li to nutné,
testl, které monitoruji mozkovou aktivitu ve vybranych oblastech
mozku. Napfiklad mohou byt pfed a po transplantaci provedeny testy
rozpoznavaci funkce.

Vét$inou 1é¢ba podstatné napravi behavioralni a/nebo
psychologicky deficit. Ale ne vZdy je to mozné. Lécba ve smyslu
tohoto vynélezu s pouzitim bunék, 1€kt a farmaceutickych pfipravki
podle tohoto vynalezu mizZe vést ke zlepSeni funkce, ale nikoliv k
tplné napravé. I takové zlepSeni je ale velmi cenné.

MnoZstvi pouzitych bunék se 1i8i v zavislosti na povaze a
rozsahu poskozeni. typicky poéet bunék pouZitych pro transplantaci
je v rozsahu od stovky tisic do nékolika milion. Lé¢ba neni omezena
na jedinou transplantaci. Nasledné transplantace mohou byt pouzity k
dalsimu zlep$eni funkce. Navrhovany vynalez je ilustrovan pokusy,
které jsme provedli na krysach s poskozenim mozku. V
experimentech, které budou dale popsany, byly podminéné
nesmrtelné buiikky pouzité pro transplantaci ziskany z H-2K°-tsA58
transgennich my3i, pfipravenych M. Noblem a jeho spolupracovniky
v Ludwigovu institutu pro vyzkum rakoviny (Jat P.S. a. kol., 1991,
P.N.A.S. (USA) 88, str. 5096). VSechny buiiky téchto my3$i obsahuji
teplotné senzitivni onkogen (tsAS58, teplotné senzitivni mutanta SV40
velkého T antigenu pod kontrolou interferonem indukovatelného H-
2K® promotoru) takovy, Ze buiiky se d&li v permisivni teploté (nizsi
nez je teplota téla, 33°C), ale diferencuji se pouze pfi t€lesné teploté

my3i (38-39°C). Tato vlastnost ¢ini buiiky podminéné nesmrtelnymi a
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nam umoznila klonovat a rozmnozovat in vitro bunééné linie, které se
po transplantovani do hostitelského mozku diferencuji. Z populace
bunék, odebranych pivodné z transgenni my$i, pfesn€ z hippocampu
14. den embryonalniho vyvoje (E 14), bylo naklonovdano mnozstvi
bun&énych linii. Krysy, které obdrzely transplantat z t€chto bunék,
byly sledovany nejméné po dobu osmi mésicl a ani v jednom piipad¢
nedo$lo po transplantaci k nadorovému zvrhnuti transplantovanych
bunék. Navic posmrtné histologické testy prokazaly, Ze
transplantované builky (oznaéené pfedem transfekci lac-Z
reportérovym genem) vykazovaly fenotyp diferencovanych bun€k,
odpovidajici fenotypu bunék krysiho nervového systému.

Klonované buiiky vykazuji in vitro potencial diferencovat se na
vice neZz jeden fenotyp, tj. jak na fenotyp astroglii, tak na fenotyp
neuront, viz Pfiklad 4.

Lézné-behavioralni model, na kterém jsme demonstrovali, Ze
klonované bunééné linie jsou schopné obnovit funkci v poSkozeném
mozku, jsme jiz dfive intenzivné studovali s pouzitim fetdlnich
konspecifickych transplantant (viz Sinden J.D. a kol, 1995, Beh.
Brain. Sci. 18, str. 10). Tento model vyuziva krys, u kterych byla
technikou 4VO (uzavieni &tyf cév) simulovana lidska srde¢ni pfihoda
s nasledkem lokalizovaného a specifického poskozeni CAl
pyramidalnich bunék dorzalniho hippocampu spolu s poruchou
rozpoznavani manifestovanou potiZemi pii lokalizaci ponofené a
neviditelné rampy ve vodnim bludisti. Tento 1ézné-behavioralni
model slouzi jako model kognitivni dysfunkce, kterd je nasledkem
b&zného typu poskozeni mozku, tj. napiiklad pfechodného nedokrveni

mozku, které miZe nastat béhem zastavy srdce.
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Jiz diive jsme prokazali, Ze aby byla v tomto piipadé
transplantace suspenze fetalnich bunck tspé$na ve smyslu obnoveni
funkce, musi byt fetalni butiky vysoce specifické pro 4 VO
poskozeni: Transplantace CA 1 pyramidalnich bunék jsou efektivni;
transplantaty obsahujici cholinergni butiky z bazalniho pfedniho
mozku, granularni buiky z gyrus dentalis, nebo dokonce jen jinou
tfidu pyramidalnich bunék (CA 3) z hippocampu nejsou uéinné.
Priklady 5 aZ 8 niZe popisuji experimenty na tomto modelu, ve
kterych transplantace jak bunéénych klonu, tak smiSenych populaci
bun&k z H-2K -tsA58 transgennich my$i vedou k uspé$nému obnoveni
rozpoznavaci funkce.

Zjistili jsme, Ze dva ze tii testovanych klonta, MHP36 (diive
znamy jako buné&éna linie C36) a MHP3, jsou pfi obnové
rozpoznavaci funkce stejné ucéinné, jako fetalni krysi transplantaty
obsahujici CA 1 pyramidalni buiiky. T¥eti testovana linie MHP15,
dfive znama jako C15, vede pii transplantaci ke zlepSeni funkce, ale
nevykazuje takové zlepSeni, jako MHP36 a MHP3. Pravdépodobnost,
7ze nalezneme bunécénou linii, ktera se bude diferencovat na CA 1
pyramidalni butiky nezavisle na povaze prostfedi v hostitelském
mozku je mala. Zd4 se tedy, Ze bunééné linie jsou schopné odpovidat
na signaly z poSkozené tkané tak, Ze se diferencuji na buiiky jednoho
nebo vice typu, které mohou znovu ustavit nezbytna propojeni a
znovu obnovit funkci(e) piivodné zastavané posSkozenou tkani. Tato
jejich kapacita nam dava jak strategii, tak zakladni material pro
transplantaéni terapie pro 1é¢eni Sirokého spektra behavioralnich a
psychologickych deficitd, které jsou nasledkem adekvatné Sirokého

spektra riznych forem poskozeni lidského mozku. Zarovein v tomto
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pfipad¢é mizi etické a praktické problémy spojené s pouzitim lidské
fetalni tkané.

Ob¢ bunécéné linie, které dosud prokazaly nejvétsi schopnost
obnovy funkce jsou FGF-2 odpovidavé, tj. vykazuji podstatné
zvy$enou proliferaci jak v permisivnich, tak nepermisivnich
podminkach v pfitomnosti tohoto ristového faktoru, zatimco ti‘eti
linie odpovida jen velmi slab&. Proto jsou buiiky a bunééné linie,
které vykazuji signifikantné zvy$enou proliferaci po pfidani
ristového faktoru do jejich kultivaéniho prostiedi, preferovéany.
Buiiky mohou byt testovany v permisivnim a/nebo nepermisivnim
prostiedi. Builkky vykazujici nejvy$si nartst proliferace jsou nejvice
preferovany. Ruastovy faktor, pouzivany pro testovani bunék by mél
pfednostné odpovidat oblasti mozku, do které budou buitiky
transplantovany, tj. takovy rastovy faktor, ktery je v dané oblasti
sekretovan. Naptiklad buiiky, které zamys$lime pouzit k opravé
poskozeni v hippocampu musime testovat FGF2 (znamym také jako
bFGF). Buiiky odpovidajici na FGF2 jsou obecné upiednostiiovany.
Pro testovani mohou byt pouzity i dal$i mitogenni ristové faktory
véetné EGF a FGF.

Soudasti vynalezu je tedy i metoda testovani véetné udrzovani
populace bunék podminéné nesmrtelné pluripotentni neuroepitelialni
bun&&né linie in vitro a kultivace bunék v permisivnich podminkach v
pifitomnosti i nepfitomnosti ristovych faktori, naptiklad FGF2, a
determinace jejich proliferace. Pfednostné jsou buiiky testovany také
v nepermisivnich podminkach. Takové buiiky, které jsou odpovidavé,
tj. vykazuji signifikantn€ zvySenou proliferaci v pifitomnosti
ristového faktoru jak v permisivnich, tak rad€ji 1 v nepermisivnich

podminkach, jsou zvlasté vhodné pro 1é¢bu ve smyslu tohoto
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vynalezu.Riistovy faktor miZe byt pouzit napiiklad v koncentraci 10
ng/ml.

Termosenzitivni onkogen, ktery je pfi¢inou podminéné
nesmrtelnosti bunék z H-2K -tsAS58 transgennich my$i mizZe byt in
vitro vlozen i do lidskych bunék. Pro tento iéel mohou byt pouZity
dobie znamé techniky pro vkladani exogenni DNA do bunék, jako
napf. transfekce. Pro ovéfeni inkorporace vlozeného genu do DNA je
mozné pouzit b&zné techniky, napfiklad Southern blot. V nékterych
pfipadech miZe byt pouzita znacka. Je-li pouzit gen pro ts SV40
velky T antigen, mohou byt buiiky testovany v permisivni teploté na
expresi SV40, tak jak je to popsano v Piikladu 4.

Je ziejmé, ze aCkoliv byl v experimentech, popsanych dale v
Ptikladech pouzit pro vyvolani podminéné nesmrtelnosti bunék gen
pro ts SV40 velky T antigen, je moZné pouZit i jiné geny, které
zapiiéini podminénou nesmrtelnost. Takové geny mohou byt
konstruovany ze znamych onkogent. Naptiklad jeden gen podmifiujici
nesmrtelnost byl zkonstruovan z c-myc onkogenu a je popsan v
(Hoshimaru M., Ray J., Sah D. W. Y., Gage F. H., 1996, PNAS USA
93, str. 1518-1523).

V pokusech na krysach, které jsou popsany v Piikladech 6, 7 a
8 nize byly pouzity podmin&né& nesmrtelné pluripotentni buiky k
napravé velmi specifického typu poskozeni. Pouziti bunék ve smyslu
tohoto vynalezu neni omezeno jen na opravy téchto specifickych typl
poskozeni. Pfedpokladame, Ze transplantace do jakékoliv ¢asti
mozku bude provazena signifikantnim zlep$enim funkce.

Cast fetalniho mozku, ze které jsou neuroepitelialni buiiky
odebrany a piesny &as (stadium vyvoje) mohou byt riizné. Pokud ale

chceme ziskat pluripotentni buiiky, musi byt odebrany v dostatecné
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¢asném stadiu vyvojové drahy, tak aby mély schopnost diferencovat
se na pozadované mnozstvi odliSnych bunéénych typi a/nebo
fenotypt mozkovych bunék. Napfiklad v pfipadé bunék odebiranych z
embryonalniho my$iho hippocampu musi byt buiiky odebrany mezi 14
a 15 dnem embryonalniho vyvoje. Lidské buiiky musi byt odebrany v
odpovidajicim vyvojovém stadiu, napfiklad v 8 tydnu vyvoje lidského
plodu.

Odebrané buiiky jsou in vitro testovany na schopnost
diferencovat se, konkrétné diferencovat se na odpovidajici bunéény
typ nebo fenotyp. Rizné oblasti mozku pii poSkozeni, a/nebo rizné
typy poskozeni, generuji rizné signaly, napi. ristové faktory.
Schopnost diferenciace mize byt testovana in vitro v piitomnosti
odpovidajiciho signalu, napitiklad odpovidajiciho rastového faktoru.
Ptiklad 4 niZe popisuje proces, kterym je prokazovana schopnost
bunék diferencovat se na fenotyp neuronu a gliovych bunék.

Nékteré behavioralni a/nebo psychologické deficity jsou
zpiisobeny absenci jedné nebo vice chemickych latek v jinak zdravém
mozku. Jiz diive bylo prokazano, Ze transplantaci transgennich bunék
mohou byt zastoupeny chyb¢jici chemické latky. Navrhovany vynélez
se nezabyva specificky takovymi problémy. Aékoliv buiikky ve smyslu
tohoto vynalezu mohou byt geneticky modifikovany tak, aby
obsahovaly gen pro expresi pozadovaného produktu, obvykle to neni
nutné, protoze jsou-li buiiky, pouzité ve smyslu tohoto vynalezu,
transplantovany, diferencuji se a funguji jako plnohodnotni zastupci
bunék, které byly poSkozeny nebo ztraceny. Transplantace neni v
tomto piipadé jen sofistikovanou metodou podani 1é¢iva, nebot
buiiky se stavaji funkéni souéasti hostitelského mozku. Proto je

geneticka modifikace bunék obvykle omezena jen na vloZeni gend,
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potfebnych pro navozeni podmin&né nesmrtelnosti a klonovani. Geny,
potiebné pro klonovani, &ili takové, které umozni selekci, mohou byt
napiiklad geny, nesouci rezistenci k vybranému antibiotiku.
Geneticka modifikace, ktera by umoznila sekreci farmakologickych
latek, neni preferovéna.

Metody transplantace bunék lidem a zvifatim jsou v odbornych
kruzich znamé a jsou popsané v odborné literatuife. Termin
_transplantace®, tak jak je pouZit zde, zahrnuje transplantaci bunék
pasazovanych in vitro, které mohou byt geneticky modifikovany,
stejné jako transplantaci materidlu extrahovaného z jiného
organizmu. Buiiky mohou byt transplantovany implantaci ve smyslu
mikroinfuze bunék znamé kvality do cilové oblasti, kde se rozptyli
do oblasti okolo mista vpichu. Mohou byt také implantovany do
ventrikularnich prostor mozku. Jsou-li buiiky implantovany
novorozenci, mohou se rozptylit po celém jeho mozku.

Vyraz ,intracerebralni transplantace®, tak jak je pouzit zde,
zahrnuje transplantaci do kterékoliv ¢asti mozku. Transplantace neni
omezena na frontalni a vétsi oblasti mozku.

Nasledujici ptiklady, které vSak nejsou limitujici, ilustruji
navrhovany vynalez.

Obrazky 1 az 20 ukazuji vysledky experimentii, popsanych v
piikladech 3 a 5 azZ 8.

Zobrazeno je nasledujici:

Obrazek 1 - zobrazuje proliferaci bunék MHP15 pti 33°C a 39°C v
SFM.

Obrazek 2 - zobrazuje proliferaci bunék MHP15 pfi 33°C a 39°C v
SFM s piidavkem interferonu y (12 U/ml).




Obrazek 3 - zobrazuje proliferaci bunék MHP15 pii 33°C a 39°C v
SFM s ptidavkem FGF2 (10 ng/ml).

Obrazek 4 - zobrazuje proliferaci bunék MHP15 pii 33°C a 39°C v
SFM s pfidavkem interferonu y (12 U/ml) a FGF2 (10 ng/ml).
Obrazek 5 - zobrazuje proliferaci bunék MHP36 pii 33°C a 39°C v
SFM.

Obrazek 6 - zobrazuje proliferaci bunék MHP36 pii 33°C a 39°C v
SFM s piidavkem interferonu y (12 U/ml).

Obrazek 7 - zobrazuje proliferaci bunék MHP36 pii 33°C a 39°C v
SFM s piidavkem FGF2 (10 ng/ml).

Obrazek 8 - zobrazuje proliferaci bunék MHP36 pi1 33°C a 39°C v
SFM s ptidavkem interferonu y (12 U/ml) a FGF2 (10 ng/ml).
Obrazek 9 - zobrazuje latenci krys v Morrisov€ vodnim bludi$ti v
¢ase pro kontrolni krysy, které obdrzely faleSny St€p (CON),
ischemické krysy, které obdrzely falesny $t&€p (ISC), ischemické
krysy, které obdrzely implantat CA 1 bunék (CA1), CA 3 bunék
(CA3), nebo smifené populace podminéné nesmrtelnych
prekurzorovych bunék z hippocampu H-2K°-tsA58 transgennich my3i
(tsAS58).

Obrazek 10 - zobrazuje latenci krys v Morrisové vodnim bludi$ti v
¢ase pro kontrolni krysy, které obdrzely falesny §tép (CON),
ischemické krysy, které obdrzely fale$ny §tép (ISC), ischemické
krysy, které obdrZely implantat CA 1 bunék (CAl), bunék linie
MHP36 (MHP36), nebo smiSené populace podminéné nesmrtelnych
prekurzorovych bunék z hippocampu H-2K°-tsA58 transgennich my3i
(tsAS58).

Obrazek 11 - zobrazuje latenci krys v Morrisové vodnim bludisti v

¢ase pro kontrolni krysy, které obdrzely fale3ny $tép (CON),




ischemické krysy, které obdrzely falesny §tép (ISC), ischemické
krysy, které obdrzely implantat bunék z linie MHP36 (pasaz 24 az
32) (MHP 36).

Obrazek 12 - zobrazuje latenci krys v Morrisov€ vodnim bludisti v
gase pro kontrolni krysy, které obdrzely faleSny $té€p (CON),
ischemické krysy, které obdrzely fale$ny §t&p (ISC), ischemické
krysy, které obdrzely implantat bunék z linie MHP36 (MHP36),
bunék z linie MHP15 (MHP15) nebo bunék z linie MHP3 (MHP3).
Obréazek 13 - ukazuje proliferaci bunék MHP15 pii 33°C a 39°C v
SFM, tak jako na Obr. 1, ale pro dny 0 az 6.

Obrazek 14 - ukazuje proliferaci bunék MHP15 pii 33°C a 39°C v
SFM s pfidavkem interferonu y (12 U/ml), tak jako na Obr. 2, ale pro
dny 0 aZ 6.

Obrazek 15 - ukazuje proliferaci bunék MHP15 pii1 33°C a 39°C v
SFM s ptidavkem FGF2 (10 ng/ml), tak jako na Obr. 3, ale pro dny 0
az 6.

Obréazek 16 - ukazuje proliferaci bunék MHP15 pii 33°C a 39°C v
SFM s piidavkem interferonu y (12 U/ml) a FGF2 (10 ng/ml), tak
jako na Obr. 4, ale pro dny 0 az 6.

Obrazek 17 - ukazuje proliferaci bunék MHP36 pii 33°C a 39°C v
SFM, tak jako na Obr. 5, ale pro dny 0 az 6.

Obrazek 18 - ukazuje proliferaci bunék MHP36 pii 33°C a 39°C v
SFM s pfidavkem interferonu y (12 U/ml), tak jako na Obr. 6, ale pro
dny 0 az 6.

Obrazek 19 - ukazuje proliferaci bunék MHP36 pi1 33°C a 39°C v
SFM s ptidavkem FGF2 (10 ng/ml), tak jako na Obr. 7, ale pro dny 0

az 6.




Obrazek 20 - ukazuje proliferaci bunék MHP36 pii 33°C a 39°C v
SFM s piidavkem interferonu y (12 U/ml) a FGF2 (10 ng/ml), tak
jako na Obr. 8, ale pro dny 0 az 6.
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Piiklady provedeni vyndlezu:

Priklad 1
PRiPRAVA BUNECNYCH KULTUR SMISENYCH POPULACI BUNEK

E14 H-2K"-tsA58 my&im byly odebrany hippocampy. Tkail bula
poté opracovana trypsinem a mechanicky disociovdna, bunécna
suspenze byla nafedéna na koncentraci 45x 103 az 50x 10° bun&k/ml
a rozdélena na kultivadni misky (10 cm?). Buiiky byly kultivovany v
DMEM: bezsérové médium (SFM) F12 s nasledujicimi pfidavky:
hov&zi sérovy albumin (0,0286%); transferin (0,1 mg/ml); putrescin
(16,2 ng/ml); insulin (5 pg/ml); progesteron (0,062 pug/ml); selen
(0,0383 pg/ml); L-glutamin (2 mM); L-tyroxin (0,4 pg/ml);
trijodtyronin (0,337 pg/ml); heparin (10USP jednotek/ml);
penicilin/streptomycin (10 000:1000 jednotek/ml), v8e od firmy
Sigma. Navic byl k buitkam pfidan zakladni fibroblastovy ristovy
faktor, dfive znamy jako bFGF, nyni nazyvany FGF2, v koncentraci
10 ng/ml a interferon y (IFN- y) (12 U/ml). Buiiky byly inkubovany
pii 32°C v 5% CO,. Kazdé 2 az 3 dny byla vymé&néna polovina média
a viechen FGF2 a IFN- y.

Piiklad 2
PRODUKCE BUNECNYCH KLONU

Plazmid pPGKB-geo (ziskany od P. Soriano), ktery nese
fazované geny lacZ a gen pro rezistenci k neomycinu pod kontrolou
pGK promotoru, byl kultivovan pfes noc v Lauria Bretaniho médiu
pii 37°C. Poté byl purifikovan komeréné dostupnym kitem (Quiagen,
Némecko). Purifikovana plazmidova DNA byla linearizovana pomoci
restrikéniho enzymu Sal I (Promega, U.K.), sterilizovéna a

resuspendovana v TE pufru v koneéné koncentraci 1 mg/ml. SmiSena




populace neuroepitelialnich bunék z hippocampu, pfipravena podle
Ptikladu 1, bula podrobena elektroporaci, tak aby byl do bunék
vnesen lacZ fuzovany gen.

Buiiky byly vysety na misky v koncentraci 10° - 10° bungk /
misku v SFM médiu (s pfidavky tak jak byl popsany v Piikladu 1) s
odpovidajicim ptidavkem FGF2 a IFN-y. Po 24 hodinach bylo
médium zaménéno za SFM s pfidavkem G418 (antibiotikum podobné
neomycinu) (200 pg/ml), coz umozni rist pouze buikdm nesoucim
plazmid vloZeny tak, Ze je schopen exprimovat rezistenci ke G418.
Médium bulo obméfiovano 2 az 3x za tyden a buiiky byly ponechany
4 az 6 tydni, aby se klony mohly spravné vyvinout.

Vybrané klony byly oddéleny od ostatnich a odebrany pomoci
sklenéné klonovaci kli¢ky, namod&ené v silikonové pasté. Po kratké
inkubaci (5 min) s EDTA-EGTA (1:1000) pti 37°C byly buiiky
pfeneseny na inkubadni desti¢ky s 24 jamkami. Po n€kolika dnech se
butiky zadaly shlukovat a byly pfeneseny na 6 jamkové desti¢ky a
poté na kultivaéni misky (10 cm?). Dale bylo s buitkami nakladano
stejné jako se smisenou populaci netransfektovanych linif tak, jak je
popsano vyse, s vyjimkou piidavku G418. Ze 32 vybranych kloni
bylo 9 pfeménéno na trvalé linie.

Vsechny tyto hippocampalni klonované linie vykazovaly
podminénou nesmrtelnost; chromogenni MTT test prokéazal 1 az 2 x
10% krat vyssi proliferaci, ve srovnani s pivodni hustotou bunék pii
vysevu, v permisivnich podminkach v SFM bez pfidavku FGF2 po 2
a7 6 dnech in vitro (zde oznadované ,,DIV“) s rychlou redukci poctu
bunék v nepermisivnich podminkach (39°C, IFN-y). OvSem
hippocampalni neuroepitelialni populace, ze které byly tyto linie

odvozeny vyZzaduje pro proliferaci suplementaci FGF2. Dv¢ z deviti




linii byly navic FGF2 odpovidavé, tj. podstatné zvysily stupeii
proliferace v jak permisivnich, tak i nepermisivnich podminkach v
piitomnosti tohoto riistového faktoru.

Linie byly udrzovany po mnoho pasazi a zmrazené buiiky byly

rozmrazeny a kultivovany beze zmény fenotypu.

Priklad 3
PROLIFERACE KLONALNICH LINIIf MHP15 A MHP36 IN VITRO
(Buné&éné linie MHP36 a MHP15 byly dfive znamé jako C36 a

C15 resp. C36 a C15 reference byly pouzity v zZadosti, ze které si
tato soudastna zadost narokuje prioritu. Buné&né linie jsou stejné
buné&éné linie, jen jména byla zménéna.)

Butiky ze dvou trvalych bunéénych linii byly rozpipetovany na
desti¢ku s 96 jamkami v hustoté 8 az 12x 10° bunék/jamku v
bezsérovém DMEM:F12 médiu (SFM) s pfidavkem zéakladniho
fibroblastového rustového faktoru (FGF2 - 10 ng/ml) a interferonu y
(12 jednotek/ml) a kultivovany 24 hodin pii 33°C v 5% CO,. Po této
dobé bylo vedkeré médium véetnd FGF2 a IFN y odstranéno a kazda
skupina 8 jamek byla opracovana tak, jak je popsano dale:

(1) SFM bez pridavki;

(i1) SFM s piidavkem IFN y (12 jednotek/ml);

(iii) SFM s ptidavkem FGF2 (10 ng/ml); nebo

(vi) SFM s ptidavkem IFN y (12 jednotek/ml) i FGF2 (10 ng/ml); pro
2,4,6, 8 al4 dniin vitro pti 33°C nebo 39°C. Buiiky byly spoditany
pomoci chromogenniho MTT testu pro kazdy ¢asovy usek, kazdou
teplotu a kazdou kombinaci pfidavkd. Ob& bunééné linie prokazaly
ziejmou teplotni senzitivitu v SFM s i bez IFN v, buiiky pfekotné

proliferovaly (az do 200 nasobku hustoty pfi vysevu) v permisivni




teploté (33°C), ale prokazaly jen minimalni proliferaci pfi
nepermisivni teploté (39°C). Ptidavek FGF2 zvySuje proliferaci pfi
obou teplotach u MHP36 bunék, ale ma jen maly vliv na MHP15 linii;
to znamena, ze se ob¢ linie 1i§i v odpovidavosti na tento ristovy
faktor.

Obrazky 1 az 4 ukazuji vysledky tohoto experimentu pro
MHP15 linii a éasovy tsek 14 dnd a Obrazky 13 az 16 ukazuji tyto
vysledky ve vét§im detailu pro éasovy tsek 0 az 6 dni. Obrazky 5 az
8 ukazuji vysledky tohoto experimentu pro MHP36 linii a dasovy
usek 14 dnt a Obrazky 17 az 20 ukazuji tyto vysledky ve vétSim

detailu pro ¢asovy usek 0 az 6 dnt.

Priklad 4

BUNECNE LINIE MHP15 A MHP36 MAJI POTENCIAL DIFERENCOVAT SE

IN VITRO V NEURONY A GLIOVE BUNKY.

Buiiky byly p¥ipraveny pro imunocytochemické testy za pouZiti
mnoha markert jak v permisivnich podminkach (33°C, IFN y a
FGF2), tak v nepermisivnich podminkach (39°C) v SFM s pfidavkem
diferenciaéniho agens dibutyryl cAMP (1 mM). 50 az 100x 10° bunék
bylo rozpipetovano na destiCky opracované fibronektinem. Buiiky
byly kultivovany v SFM s FGF2 a interferonem y pii 33°C 48 hodin.
Polovina jamek byla zafixovana v tomto stadiu. Ve druhé poloviné
bylo odstranéno médium a nahrazeno SFM obsahujicim 1 mM
dibutyryl cAMP a buiiky byly kultivovany pfi 39°C. Tyto buiiky byly
fixovany po 2 az 8 dnech in vitro 4% paraformaldehydem. Tabulka
ukazuje vlastnosti v§ech bunék na péti ndhodné vybranych typech
exprese markerd pro progenitorové butiky: Nestin; marker neuront,

neuron specificka enolaza (NSE); marker gliovych bunék, glialni




fibrilarni acidicky protein (GFAP) a marker pro antigen genu pro

podminénou nesmrtelnost SV40. Ob& bunécéné linie vykazuji fenotyp

neurond i gliovych bunék po, ale nikoliv pfed diferenciaci.

MHP15 linie

DNY in vitro NESTIN NSE

- teplota % znalenych % znacenych
buné&k bunék

2 -33°C 100 £ 0 0to0

2 -39°C 100 + o0 12,4 £2,2

*SV40 u linie MHP15 po 4 dnech ubyva.

MHP36 linie

DNY in vitro NESTIN NSE

- teplota % znaenych % znadenych
bunék bunék

2 -33°C 100 £ 0 0xo0

2 -39°C 100 £ o0 59,3 £ 7,0

Dalgi charakterizace klonalni linie MHP36

GFAP

% znalenych
bunék

0+o0

3,8 +1

GFAP
% znalenych
bunék

0+o0
12,2 +3.3

SV40
% znadenych

bunék

100 £ 0
100 + 0%

SV40

% znadenych
bunék

100 £ 0

38,6 + 16,1

Linie MHP36 byla dale charakterizovana po 2 DIV v permisivni

i nepermisivni kultufe. Bylo prokazano, Zze buitky byly v permisivnich

podminkach z vice nez 95% znadeny X-gal (tj. vykazovaly

histochemickou reakci s B-gal transdukénim markerem). Buiiky byly

dale testovany s dal3imi dvéma protilatkami, jednou proti markeru
neurontt PGP 9,5 (Wilson P.O.G., Barber P.C., Hamid Q., Power
B.F., Dhillon A.P., Rode J., Day I.N.M., Thompson R.J. a Polak




T RN

J.M., 1988, Br. J. Exp. Pathol. 69, str. 91-104) a druhou proti
bromodeoxyuridinu (BrdU) (markeru délicich se bunék) po jedné
hodiné& inkubace s BrdU znadicim médiem. V permisivnich
podminkéach byly BrdU znaéené buitky detekovany v celé kultufe. V
permisivni kultufe nebyly nalezeny zadné PGP 9,5 pozitivni buiiky.
Po pieneseni do nepermisivnich podminek v SFM bez dalSich
pfidavki se tato linie pfestala délit a vétSina bunék zahynula aniZz by
se pfed tim diferencovala na maturované neurony nebo buiiky
gliového fenotypu. Ovsem v pfitomnosti diferenciaénich ¢inidel
(forskolin nebo kyselina retinova) byly builky udrzeny po del3i dobu
(5 az 14 DIV) a &ast bun&k vykazovala po 2 DIV fenotyp neuroni
nebo gliovych bun&k. MHP36 butiky vykazovaly v pfitomnosti
kyseliny retinové (10" M) morfologii zplo§t&lych bun&k s mnoZstvim
GFAP pozitivnich fibrilarnich buné&k, exprese SV40 byla redukovana
na 30% a BrdU znadeni na 5% bun&k. Nebyly nalezeny zadné PGP
9,5 pozitivni butiky. V pfitomnosti forskolinu (107 M) byly ale
bipolarni PGP 9,5 pozitivni buiiky detekovany ¢asto. GFAP znaené
fibrilarni butiky v kultufe nebyly nalezeny, exprese SV40 byla
snizena (na 42% v§ech bun&k) a BrdU znaceni bylo nalezeno jen ve
4% populace. Tato fakta dale potvrzuji, Ze MHP36 je pluripotentni
neuralni prekurzorova bunééna linie, jejiz budouci vyvoj je alespoii

z&asti determinovan induktivnimi signaly.

Priklad §

TRANSPLANTACE H-2K®-tsAS58 PREKURZOROVYCH BUNEK Z

HIPPOCAMPU JAKO BUNECNE SUSPENZE CA 1 BUNEK OBNOVUIJE

PROSTOROVOU PAMET A UCENI U KRYS S ISCHEMICKOU LEZi CA 1.




V tomto experimentu byly studovany u€inky $t€pl bunécné
suspenze E19 CA1 (CAl), E19 CA 3 (CA3) a nebo expandovanych
kultur E14 transgennich H-2K®-tsA58 hippocamalnich
neuroepitelidlnich buné&k (tsA58) (sklizenych po paté pasazi), na
nalezeni skryté plochy (odpo&ivadla) v Morrisové vodnim bludisti po
15 minutach 4VO ischemie (ISC), zpisobujici selektivni 1éze CAl
bun&k. Pokud neni popséano jinak, postupovali jsme podle metod,
popsanych v (Sinden J.D. a kol., 1995, Beh. Brain. Sci. 18, str.10),
pfedevsim jsme pouzivali metody popsané v sekci 9 tohoto ¢lanku,
Clanek detailné popisuje metody vyvolani ischemie, transplanta¢ni
metody a metody testovani v Morrisové vodnim bludi$ti. Nasleduje
stru¢né shrnuti postupu.

Piechodna globalni ischemie byla vyvoldna u samci krys
(Wistar) metodou 4VO, pii které byly v narkéze (2% halothan, tj.
70% NO, a 30% O,) uzavieny patefni arterie pomoci
elektrokoagulace pfes kiidlovity otvor na prvnim cervikalnim obratli
a pod karotidy byly vloZeny uvazy a vyvedeny na povrch. O 24 hodin
pozdé&ji byly uvazy utazeny a karotidy na 15 min uzavieny. Krysy,
které ztratily vzptimovaci reflex do dvou minut byly z experimentu
vylouéeny. Rany byly rychle uzavieny klipsnami a zvifatim byl
podan lignokain.

H-2Kb-tsA58 buitky byly vyjmuty z permisivni kultury a
resuspendovany v Hankové vyvazeném pufru s 1 mM n-acetyl-L-
cysteinem. V tomto stavu byly builky pfipraveny k transplantaci. 48
hodin pied vyjmutim z permisivniho prostiedi byly buiiky pulzn&
ozna&eny 0,5 pCi/ml *H-tymidinem.

Stépy byly cilené transplantovany do dorzalnich oblasti

obsahujicich CA 1 buiiky (2 mista/hemisféru, 2ul/misto, 25K



bun&k/§tép pro kazdy typ buné&k) 2 az 3 tydny po chirurgickém
vyvolani ischemie. Krysam, které obdrzely $té€py tsA58 bunék, byla
po 14 dnt po transplantaci obden poddvana imunosupresiva
(cyklosporin A, Sandoz, 2,5 mg/krysu v Cremophore EL i.m.).
Trénink (2 x denné) zadal 12 tydni po transplantaci (pocet podnéti
(Ns)= 7 az 11/skupinu).

Kontrolni krysy s fale$nou 1ézi podstoupily kauterizaci
vertebralnich artérii, ale uz nikoliv podvazani karotid, a poté
obdrzely fale3né transplantaty. Transplantace faleSného $tépu v tomto
piipadé znamena, Ze transplantaéni injekéni jehla byla vpichnuta do
odpovidajiciho mista, ale Zddné buiiky nebyly injikovany.

Pro trénink a testovani byl pouzit Eerny polypropylénovy
kruhovy bazén (2 m v priméru, 0,5 m vysoky s 0,25 m vody 26°C
teplé, zakalené piidanim 200 ml mléka). Jako odpocivadlo byl pouZit
9cm &iry valec z plastu, umistény 0,02 m pod hladinou uprostied
severo-zapadniho kvadrantu bazénu. Na podatku pokusu byly krysy
umistény v bazénu &elem ke stén& a ponechany volné plavat dokud
nena$ly odpoéivadlo, kde setrvaly 10 sekund nez byly vyjmuty
z bazénu. Ty, které neuspély v hledani do 60 s. byly navedeny na
odpotdivadlo experimentatorem a jejich latence byla poé&itana jako
maximalni. Startovni pozice byly stanoveny jako severni, jiZni,
vychodni a zapadni a v pseudondhodném potadi s jednim startovnim
mistem pobliZ odpoéivadla a jednim vzdalené&j$im byly pouzivany
kazdy den. Uplavana draha byla zaznamenana systémem pro
obrazovou analyzu (HVS Image, VP 112) a digitaln€ zpracovana jako
posloupnost navigaénich vektori.

Chybova aseéka piedstavuje 2 x standardni odchylku mezi

skupinami ve vztahu skupiny x dny pii analyze variance. Doba,
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pfipraveny pro transplantaci. Tak, jako v Pfikladu 5 byly St€py
bilateraln& soumérné transplantovany do dorzalnich oblasti mozku,
obsahujicich CA1 butiky (2 mista/hemisféru, 2nl/misto, 25K bunék/ul
pro kazdy typ §t&pu. Transplantace prob&hla 7 az 14 dnl po ischémii.
Viechny krysy v tomto experimentu (véetné kontrolnich
netransplantovanych (s fale§nym §té€pem) i t&ch s faleSnou 1ézi)
podstoupily po transplantaci 14 denni 1é¢bu imunosupresivni latkou,
cyklosporinem A (Sandoz, 2.5 mg/krysu v Cremphoru EL, 1.m.).
Trénink (2 x denné&) zapocal 12 tyden po transplantaci (Ns = 7 az
11/skupinu). Vyznadena odchylka odpovidd dvéma standardnim
odchylkdm mezi skupinami ze vztahu skupiny x dny pii analyze
variance. Stejné jako v pfedchozim ptikladu se doba, potfebnd k
nalezeni odpodivadla u ischemickych krys s CAl a tsA58 $tépy nijak
podstatné neliSila od kontrolnich ¢asu krys s faleSnou 1ézi, které
obdrzely faleiny $t&p (CON). Navic ani krysy s implantovanym
$tépem MHP36 bunék nevykazovaly vyznamnou odliSnost od
kontrolni, CA1 a tsA58 skupin. Vysledky experimentu jsou shrnuty
na Obrazku 10.

Tyto experimenty prokazaly, Ze transplantované prekurzorové
buiiky zfejmé odpovidaji na signaly z poSkozeného mozku tim, Ze
piijmou fenotyp, schopny nahradit a nebo kompenzovat funk&ni
deficit, ke kterému by jinak poSkozeni vedlo.

Dalsi analyza variance (ANOVA) s opakovanymi méfenimi
prokazala ze hlavni efekty jak skupin (F4 353 = 2,92, P <0,05), tak
blokd (Fs g96 = 36,5, P < 0,001) jsou statisticky vyznamné. Zaroveti
byla prokazana i statistickd vyznamnost linedrniho koeficientu
interakce (F4806 = 3,23, P < 0,02). Porovnani linedrnich koeficientd

t-testem ukdazalo, Ze ischemické krysy s fale$nym transplantatem




potfebna k nalezeni odpodivadla, (latence), se pro ischemické krysy
s ob&ma typy §t&ph (CAl i tsA58) vyznamné neliSila od kontrolni
skupiny (CON, krysy s faleSnou 1ézi, které obdrzely faleSny §tép),
zatimco ostatni ischemické krysy (s CA 3, nebo s faleSnymi $té€py) se
vyznamné liSily od kontrolni, CA 1 1 tsA58 skupin v latenci i
v dalgich testech prostorového uéeni. Posmrtnd analyza prokazala
podobné selektivni ztraty hostitelskych CA 1 neuront (70 - 75%) u
v§ech ischemickych skupin véetn& vSech transplantovanych.
Piezivani §t&pu bylo vyborné ve vSech transplantovanych skupinach.
Test latence v Morrisové vodnim bludi$ti udava cas, ktery
subjekt potfebuje k doplavani na skryté odpocivadlo.

Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 9.

Priklad 6

KLONALNi BUNECNA LINIE (MHP36), ODVOZENA oD H-2KB-tsA58
HIPPOCAMPALNICH PREKURZOROVYCH BUNEK, JE SCHOPNA OBNOVIT
PROSTOROVE UCENI A PAMET U KRYS S ISCHEMICKOU LEZi CA 1
 BUNEK.

V tomto experimentu byly studovany uéinky $té€pl bunééné
suspenze E19 CA1 (CA1), expandovanych kultur E14 transgennich
H-2K"-tsA58 hippocamalnich neuroepitelidlnich buné&k (tsA58)
(sklizenych po paté pasazi) a expandované klonélni linie (MHP36),
odvozené od nesmrtelné hippocampalni prekurzorové linie E 14 na
nalezeni skryté plochy (odpocivadla) v Morrisové vodnim bludiSti po
15 minutach 4VO ischemie (ISC), zpusobujici selektivni 1éze CA1l
bun&k. Byly pouzity shodné metody, jako v Pfikladu 5. MHP36 buiiky
byly vyjmuty z permisivni kultury a resuspendovany v Hankové

vyvazeném pufru s 1 mM n-acetyl-L-cysteinem. V tomto stavu byly



vykazovaly prokazateln¢ odlisnou latenci ve srovnani s kontrolni, i
se tfemi transplantovanymi skupinami (min. t3g = 2,29, P < 0,05),
zatimco kontrolni a transplantované skupiny se od sebe navzajem
vyznamné neligily (v8echna t3g < 1). Analyza variance uplavanych

vzdalenosti ukdzala podobné vysledky, jako v pfipadé latence.

Priklad 7
Testy ve vodnim bludi$ti z Piikladi 5 a 6 byly zopakovany v dalsi

sérii experimentl (viz nize). V téchto experimentech byly viechny
krysy imunosuprimovany kazdy druhy den po transplantaci
intramuskularni injekci cyklosporinu A (2,5 mg/krysu v Cremophore
EL). Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku 11. Na tomto grafu je
stfedni hodnota &asu, potfebného k nalezeni odpocivadla, vyjadiena
jako funkce tréninkd za dva dny (4 tréninky). Use&ka ukazuje 2 x
standardni odchylku ve vztahu: skupiny x tréninkové bloky pii
analyze variance.

Tyto vysledky dale potvrzuji, zZe §t€py MHP36 bunék jsou
schopné zvratit ischémii navozenou poruchu uéeni. Jak kontrolni
krysy (s fale$nou 1ézi a falesnym $t€pem), tak ty, které obdrZely
MHP36 §tép, prokazaly signifikantné rychlej$i zkracovani latence a
krat$i uplavané vzdalenosti, potfebné pro dosazeni odpodivadla, nez
krysy s ischémii, které obdrzely faleSny $tép.

V daldim experimentu ve vodnim bludi§ti byla porovnana
ischemicka skupina se §t€py MHP36 bunék (P24 az 32) (N=12) (piné
Stverce) s ischemickou skupinou s falesnymi $tépy (N=10) (plna
kole¢ka) a kontrolni skupinou (fale$na 1éze, faleSny transplantat)
(N=10) (prazdna koleéka). ANOVA latenci prokazala statisticky
vyznamny hlavni efekt jak skupin (Fy 29 = 27,80, P < 0,001) a bloku
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(Fs.674 = 54,72, P < 0,001), tak jejich interakce (Fig 674 = 5,81, P <
0,001). Zaroveti byla prokazana i statisticka vyznamnost linearniho
koeficientu interakce (F, 674 = 23,31, P <0,001). Porovnani
linearnich koeficientt t-testem ukazalo u ischemické skupiny

s fale$nymi $tépy vyznamné odli§nou latenci ve srovnani s kontrolni
skupinou a skupinou s MHP36 §té€py (min. to = 5,54, P < 0,001),
zatimco mezi kontrolni a MHP36 skupinou nebyly nalezeny podstatné
odchylky (t9 = 1,01). ANOVA test pro uplavanou vzdalenost a 1

dalsi testy prostorového uéeni ve vodnim bludisti skonéily se stejnym

vysledkem, jako test latence.

Priklad 8

Experimenty z Pfikladu 7 byly zopakovany s pouzitim MHP3 a
MHP15 bunéénych linii. MHP3 je jednou deviti klondlnich linii,
vzpominanych v Piikladu 2 a zaroveil je jednou z linii, které
prokdzaly odpovidavost na FGF2. Vysledky jsou zobrazeny na
Obrazku 12. Dale jsou zde zobrazeny vysledky kontrolni skupiny
krys (znovu zvifata s fale§nou 1ézi a faleSnym $t€pem), ischemickych
krys s faleSnym $té€pem a ischemickych krys, kterym byly
implantovany buiiky MHP36 linie tak jako v Pfikladu 7 (vyS3e). Pro
MHP3 a MHP15 bylo N=9. Je zfejmé, ze §t€py MHP3 bunék maji za
nasledek stejné efektivni vykony pii udeni, jako MHP36, tj. zvifata
se uéi podstatné rychleji nez ischemicka skupina, ale nikoliv
pomaleji, neZ kontrolni skupina. Implantace MHP15 buncék mé za
nasledek jen stfedné efektivni 1é€bu, tj. zvifata se u€i podstatné
rychleji nez ischemicka skupina, ale podstatn€ pomaleji, nez

kontrolni skupina.




Priklad 9

Post mortem byl v experimentu 7A dvéma nezavislymi pozorovateli
stanoven rozsah ischemického po$kozeni mozku pomoci barveni
tkanovych fezi krystalovou violeti. PoSkozeni bylo stanovovano

v kortexu a striatu na dvou Grovnich a v oblastech C1 az 4

v hippocampu na dal8ich dvou Grovnich. Pfi pouziti pétistupiiového
méiitka bylo nalezeno poskozeni pouze v oblasti CA1 bunék

s vyjimkou dvou krys, které vykazovaly nepatrnou ztratu CA3 bunék.
Nezavisle na mistech transplantace byla primérna ztrita CA1l bunék
na urovni maximalniho ischemického poSkozeni (oblast vpiedu mezi
uSima, 5,7 mm) v rozmezi od 80% u ischemickych krys s faleSnym
transplantdtem do 90% u ischemickych krys s CA1 §t€pem. Nebyly
nalezeny zadné podstatné rozdily mezi ischemickou skupinou s
falesnym §té€pem a skupinami s transplantaty. Transplantaty E19
fetalnich CA1 bunék vytvotily ohrani¢eny §tép, lokalizovany nad
ptvodni poskozenou oblasti CA1 bunék, podobné, jako jiZz bylo dfive
uvedeno. Populace bungk, znadenych *H-tymidinem byla nalezena
roztrou$enda v celém hippocampu, kaléznim télisku a ptidruzené &asti
neokortexu; n€které shluky znacenych bunék byly nalezeny i

v poSkozené vrstvé CAl bunék. Implantaty X-gal pozitivnich MHP36
buné&k vykazovaly mnohem omezenéj$i distribuci: kromé& oblasti
piilehlych k mistu vpichu byly MHP 36 buiiky nalezeny pouze

v hippocampu. To ukazuje jak na vy$§i citlivost radioaktivniho
znaceni, tak na sniZovani exprese beta-galaktoziddzy b&hem pomérnég
dlouhé doby trvani tohoto experimentu. Jak prokazaly pilotni
experimenty, jsou-li §t€py MHP36 bunék implantovany do
neposkozeného hippocampu, jsou X-gal pozitivni butiky nalezeny ve

vSech vrstvach CA neuront, ale nikoliv v gyrus dentalis. (Jednotlivé
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znacené buiiky byly nalezeny ve tkani hippocampu, konkrétné
v oblastech CA3 a CA4 buné&k). OvSem na rozdil od §tépt do
neposkozeného hippocampu byla hustd populace X-gal znadenych
buné&k nalezena i uvnitf ischémii poSkozené CA1l vrstvy. Stupeint
osidleni buitkami §tépu se mezi jednotlivymi krysami 1isil tak, ze se
buiiky nachézely bud’ jen v malé 8asti CA1 oblasti, nebo osidlily
téméi celou oblast, poskozenou 1ézi, jak bylo patrno z obou typt
barveni. Napiiklad nékteré shluky bunék byly nalezeny v jedné
hemisféfe na riznych mistech poskozené CAl vrstvy podél rostro-
kaudalni osy. Z toho je ziejmé, ze butiky MHP36 linie maji schopnost
shlukovat se v 1ézi poSkozené vrstvé CAl neuront.

Casova studie migrace §tépi MHP36 bunék u ischemickych krys
s pouZzitim anti-B-gal imunohistochemie prokazala, ze migrace a

agregace CAl bunék je ukonéena do 4 tydnt po transplantaci.

Navrhovany vynalez neni omezen jen na jiz popsané Ptiklady. Ty
slouzi jen pro ziskani p¥edstavy o vynalezu. Odbornikim budou

nepochybné zfejmé mnohé dal§i modifikace vynalezu kromé téch,
které jiz byly zminény. VSechny takové modifikace jsou soucasti

pfiloZzenych patentovych narokd.
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PATENTOVE NAROKY

1.Zpisob 1é¢by behavioralnich a/nebo psychologickych deficitd,
vyznadujici se intracerebralni transplantaci terapeuticky
t¢inného mnozstvi pluripotentnich neuroepitelidlnich bunék.

2.Zpisob 1é¢by podle ndroku 1. vyznacdujici se tim, Ze
testy kognitivni funkce jsou provedeny pied i po transplantaci.

3.Pluripotentni neuroepitelialni butiky, vyznacujici se tim,
Ze jsou vhodné pro terapeutické pouziti, zvlasté pro 1é¢bu
behavioralnich a/nebo psychologickych deficitl.

4.Pouziti pluripotentnich neuroepitelialnich bun&k ve vyrobé
medikamentt pro 1é&bu behavioralnich a/nebo psychologickych
deficitu.

5.Zptsob 1é¢by podle naroki 1 a2, vyznacujici se tim, Ze
buiiky jsou podminéné nesmrtelné.

6.Pluripotentni neuroepitelialni buiiky podle naroku 3,
vyznadujici se tim, Ze jsou izolované.

7.Podmin&né nesmrtelné pluripotentni neuroepiteliadlni bunééné linie
vyznadéujici se tim, Ze jsou vhodné terapeutické pouziti,
zv14§t& pro 16¢bu behavioralnich a/nebo psychologickych deficiti.

8.Zptsob 1é&by podle naroka 1,2a5vyznacdujici se tim,
ze se jedna o 1é¢bu Elovéka.

9, Zptsob 1é¢by podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze se
jedna o 1é&bu Elovéka a pouzité butiky jsou lidské.

10.Butiky podle narokti 3,6 a7 vyznadujici se tim, Ze
pochdazeji z jediné bunééné linie.

11.Buitky podle naroki 3,6 a7 vyznacéujici se tim, Ze jsou

smési bunék ze dvou &i vice bunéénych linii.
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12.Buiiky podle narokd 3, 6, 7,10 a1l vyznacdujici se tim,
Ze maji vysoky stupeii potence.

13.Zptsob 1é&by podle narokt 1,2, 5,8a9vyznacujici se
tim , ze proliferace bunék je zvyS$ena ptfidanim FGF2 in vitro v
permisivnich i nepermisivnich podminkéch.

14.Butiky podle naroku 3, 6, 7,10, 11 al2vyznacdujici se
tim, Ze se lisi od bunék nachazenych v pfirodé pouze v tom, Ze
nesou exogenni DNA nezbytnou pro zaji§téni podminéné
nesmrtelnosti a pfipadné 1 umoZiiujici klonovani.

15.Zpuisob 1éEby podle naroki 1,2,5,8,9al3 vyznadujici
se tim, ze 1édené behaviordlni a/nebo psychologicky deficit je
vysledkem pf¥echodného nedokrveni mozku pacienta.

16.Izolované lidské pluripotentni neuroepitelidlni buiiky.

17.Lidské pluripotentni neuroepitelidlni linie bunék
vyznadujici se tim, Ze jsou podminéné nesmrtelné.

18.Zpiusob produkce lidskych podminéné nesmrtelnych,
pluripotentnich neuroepitelidlnich bun€k vyznacdujici se
tim, Ze:
a) buiiky jsou ziskavany z lidského plodu v dostate¢né Casném
stadiu své vyvojové drahy, aby si podrzely schopnost diferenciace
na mnozstvi odliSnych typt mozkovych bunék.
b) do téchto buné&k je vnesena DNA obsahujici sekvenci, jez dava
buttkam podminénou nesmrtelnost a zarovei je pod kontrolou
vhodného kontrolniho mechanizmu
¢) buiiky jsou udrZovany in vitro v permisivnich podminkach.

19.Zptsob produkce buiiek podle naroku 18 vyznacdujici se
tim , Ze navic obsahuje krok klonovani bun€k pro ziskani jedné

nebo vice bunéénych linii.
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20.Farmaceuticka kompozice vyznacujici se tim, Ze
obsahuje buiiky podle naroku 3, 6, 7,10, 11, 12,14 a 17 a
farmaceuticky pfijatelny nosic.

21.Zptsob testovani vyznadujici se udrzovanim populace
bunék podminéné& nesmrtelné pluripotentni neuroepitelidlni buné&né
linie in vitro, kultivovanim bunék v permisivnich podminkach v
pfitomnosti &¢i nepfitomnosti ristovych faktord, a méfenim
proliferace bunék.

22.Zpisob testovani podle naroku 21 vyznadujici se tim, Ze
dale zahrnuje kultivovani bunék v nepermisivnich podminkach v
pfitomnosti ¢i nepiitomnosti ristovych faktor, a méfeni
proliferace bunék.

23.Savec vyznadujici se tim, Ze podstoupil 1é¢bu podle
naroku 1 nebo nékterého na ném zavislého naroku.

24.Bunééna linie podmin&né nesmrtelnych pluripotentnich
neuroepitelidlnich kmenovych bunék vyznacujici se tim,
7e muze byt ziskana kultivaci kmenovych bunék v permisivnich
podminkach v bezsérovém médiu.

25.Buné&éna linie podle naroku 24 vyznadujici se tim, Ze
bezsérové kultivaéni médium obsahuje ristovy faktor.

26.Bunéénd linie podle naroku 25 vyznadujici se tim, ze
pouzity rastovy faktor je FGF2.

27.Buiiky ziskané z bun&¢né linie podle naroki 24 az 26 pro pouziti
v terapii.

28.Buiiky podle naroku 27 vyznadujici se tim, Ze terapiije

1é¢ba behavioralniho a/nebo psychologického deficitu.
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29.Pouziti bun&¢né linie tak jak byla definovana v narocich 24 az 26
pro pfipravu medikamentu pro intracerebralni transplantaci do

poskozeného mozku.
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