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Neni bunka jako bunka (néktera je kmenova)
Vyznam a vyzkum kmenovych buneéek
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Neni bunka jako bunka...

e Kmenové bunky jsou primarni nediferencované bunky, které
maji schopnost jednak sebeobnovy jednak premeéeny
(diferenciace) na ,jakykoliv” jiny typ bunék.

e Tato schopnost kmenovych bunék za beéznych okolnosti
umoznuje telu vytvaret nové bunky, a opravovat tak
poskozené nebo opotrebované ¢asti tkani a organu.
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Typy kmenovych bunék

e Z hlediska puvodu

 Embryonalni kmenové bunky (ESCs) — pluripotentni
(schopné vytvorit jakykoliv z 230 bunécnych typu)

- po injekci do tetraploidni blastocytsty jsou schopné
vytvorit celé embryo

- bunky embryoblastu
- poprveé izolovany v r. 1981 (lidské 1998)

* Fetalni kmenové bunky - multipotentni
* Dospelé kmenové bunky — multi- ¢i unipotentni
tkanove specificke




Neni bunka jako bunka...
 Cim se somatické a kmenové bunky [igi?

» Kazda bunka nese cca. 20 tisic stejnych genu ve dvou kopiich
e Je kazdy z téchto genu aktivni?




Neni bunka jako bunka...

V4

 Cim se somatické a kmenové bunky [igi?

Kazda bunka nese cca. 20 tisic stejnych genu ve dvou kopiich
e Je kazdy z téchto genu aktivni?

 NE —kazda burika exprimuje 8 — 10 tisich genu

* Jednotlivé bunky se tedy lisi kombinaci proteinu a jejich
koncentraci

* Housekeeping geny — zajistuji zakladni metabolické a
strukturalni funkce (ve vSech bunkach)

» Specifické geny — zajistuji specifické funkce (markery)




* Jak je zajistovana rozdilna genova exprese?

Bunécné deéleni

Sebeobnova Asymetrické déleni Diferenciace

Pomér jednotlivych typl déleni ovliviiuje prostredi, ve kterém se
bunky nachazeji




Regulace transkripce
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Pozitivni regulace transkripce
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Negativni regulace transkripce
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Epigeneticka regulace - genomicky imprinting
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Signélm’ transdukce
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Neni bunka jako bunka...

Co musi byt splnéno, aby meéla konkrétni bunka vlastnosti
bunek kmenovych?

* Musi se vyskytovat ve ,vhodném® prostredi (uvnitr
organismu, vhodné kultivacni podminky)

* Musi exprimovat urcitou sadu genu

Musi mit urcity methylacni status (genomicky imprinting)




Neni bunka jako bunka...

* Co musi byt splnéno, aby meéela konkrétni bunka vlastnosti
pluripotentnich kmenovych bunéek?

* Musi se vyskytovat ve ,vhodnéem® prostredi
* Musi exprimovat urcitou sadu gent

* Musi mit urcity methylacni status (genomicky imprinting)

* Musi byt schopna vytvorit i bunky zarodecné linie po injekci
do blastocysty




Zona pellucida

Trophectoderm /

ES cells
Epiblast
Blastocoel (inner cell
* mass)
Blastocyst

Fluorescent and *
bright field

Conventional FO chimeras

Tvorba chimeér

Chiméra je jedinec, ktery je tvoren
bunkami s riznym genetickym materiadlem

Jestlize se ,,cizi“ bunka stane zarodecnou
bunkou, vytvori se nova linie a vSichni

potomci ponesou ,,cizi“ genetickou
informaci

 Dukaz dokonalého reprogramovani

genomu (,,spravny pluripotentni”
imprinting)

Princip tvorby transgennich kmen




Jak ziskat pluripotentni bunky?

e Z Casnych zygot az po blastocystu — ESCs
* Prenosem jadra — NT-ESCs

* Indukci pluripotence — indukované pluripotentni kmenové
bunky (induced Pluripotent Stem cells - iPS)




Izolace pluripotentnich bunék z blastocysty
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* \/yvstava eticky problém — pri izolaci bunék blastocysty
dochazi k ,,usmrceni“ embrya

 Vradé zemi je vyzkum a vyuziti ESCs zakazano
* V pripadé transplantace se jedna o allogeni transplantaci
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NT-ESCs jsou transkripcné
a funkcné neodlisitelné
od ESC (pravdépodobné v
dusledku selekce
dokonale
reprogramovanych bunék
V pripadé pouziti se jedna
o vlastni bunky (autologni
transplantace)




Indukce pluripotence




Dospéla somaticka burika

Indukovana pluripotentni burika
{iPS bunka)




Rizika spojena s pouzitim KB

Dulezitou vlastnosti KB je schopnost sebeobnovy (proliferace)

- pri transplantaci tedy hrozi riziko, ze KB budou budou
pokracovat v nekontrolované proliferaci a budou vytvaret
nadory

Bunky se nemusi diferencovat zadoucim smérem

. ) jevhodné bunky castecne diferencovat do
podoby pfrislusnychprogenitor

Pri allogeni transplantaci hrozi odmitnuti bunék imunitnim
systémem prijemce




Nadorové KB

 Prinadorové transformaci dochazi k dediferenciaci bunék —
bunky ziskavaji nékteré vlastnosti kmenovych bunék

* Napr. bunky melanomu svym transkripcnim profilem
pripominaji spise KB neuralni listy nez diferencovaneé
melanocyty (z nichzZ jsou derivovany)

* Vlyznamnou ulohu hraje prostredi — nadorové kmenové bunky
si upravuji okolni prostredi sekreci nékterych faktoru
— Jsou-li vtomto prostredi, nekontrolované se mnozi

— Jestlize se prenesou do embrya, jsou schopné zapojit se do
normalniho vyvoje




Vyuziti kmenovych bunek

* Transplantace kostni drené = transplantace hemopoetickych

KB
- rocné se provede az 50 tis. transplantaci
- alogenni transplantace
- od roku 1960

- pouziva se pro lécbu asi 50 riznych onemocnéni,
zejména onkogennich

Pupecnikova krev — rovnéz odbér hemopoetickych KB i pro
moznou autologni transplantaci




Mesenchymove kmenove bunky

* Vznikaji v kostni dreni, ale mohou byt izolovany napr. z tukové

v

» Diferenciace do chondrocytu,
hladkych svalovych bunék,
osteocytu, adipocytu

« Po transplantaci se nemusi primo
stat souCasti regenerované
struktury, ale produkuiji troficke
faktory, které zlepSuji regeneraci

« Transplantace diabetickym pacientim — zachrana koncetin pfed amputaci
(zlepSeni prokrveni )
» Vyuziti pri léCbé popalenin a Spatné se hojicich ran




Transplantace bunék do misnich lézi

Pri poranénich patere dojde k poruse axonu nervu a
nasledkem toho k ochrnuti

V misté poraneéeni se vytvori akutni zaneét

Po urcité dobe dojde k vytvoreni tzv. gliové jizvy, ktera zabrani
regenerace jednotlivych axon(

Zralé neuralni bunky jsou navic terminalné diferencované a
ztratily schopnost proliferace

mmmmm)  trvalé poskozeni

Probéhla rada experimentu, kdy byly do postizené oblasti u
nove vytvorenych |ézi transplantovany kmenové bunky
(pomérné dobré vysledky u zvirat)




Transplantace ESCs do misnich |ézi

* Vroce 2009 americky urad pro potraviny a léky povolil prvni
klinice v USA (Geron — www.geron.com) klinické testy prvni
faze (testy bezpecnosti) s ESCs pfri |éCbé poranéni patere

— V fijnu tohoto roku byly 10 pacientim transplantovany
progenitory oligodendrocytl derivované z ESCs

— Transplantace 7 — 14 od drazu

— Predpoklada se, ze transplantované bunky budou jednak
produkci ristovych faktorl podporovat regeneraci
neuronu a soucasné budou vytvaret myelinové pochvy
rostoucich axonu




Transplantace pri ischemické spasticke
paraplegii

Material od Dr. Petr Vodi¢ky z UZFG Akademie Véd

Docasna okluze aorty, nutna u nékterych srdecnich operaci
(napr. nahrada aneurysma aorty)

Muze vést k ischemické degeneraci spindlnich neuront a
nasledné ztraté motorickych funkci

Na krysim modelu balonkové okluze aorty bylo prokazano, ze
transplantace krysich Ci lidskych neuronalnich prekurzoru
vede k postupnému zmenseni spasticity a zlepseni
pohyblivosti

Ve spolupraci s Neuralstem Inc. (www.neuralstem.com) v
soucasnosti testujeme jejich linii lidskych misnich progenitor
na prasecim modelu

Planujeme i vyuziti prasecich NKB a iPS bunéek




Neuralni kmenové bunky

Kmenova bunka

* Vyskytuji se ve fetalnim i
dospélém (v subventrikularni
zoné) mozku

Ranna
progenitorova

* Predpoklada se, ze
transplantované bunky budou
produkovat trofické faktory,
které budou podporovat
prezivsi neurony

Oligodendrocyt Astrocyt




Dalsi vyuziti

* Neuralstem — lécba amyotrofické lateralni sklerdzy (1. faze
klinickych test()

- [écba chronickych poranéni michy,
Alzheimerovy choroby, mrtvice, schizofrenie
(planovana 1.faze klinickych testu)

e Lécba Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy choroby

* Pouziti epidermovych progentirl pro pripravu koznich stépu
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Vytvoreni krysi ledviny v mysi

Salll KO mys
- Nema vyvinuté
ledviny

Collect skin cells
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Vytvoreni krysi ledviny v mysi
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Kmenové bunky neuralni listy izolované z
vlasového folikulu

Neuralni lista (NL)
Embryonalni prechodna struktura

*Predstavuje 4. zarodecCnou vrstvu

*\/yskutuje se pouze u obratlovcu, kterym umoznila
vyvo] hlavy

*Poruchy vyvoje NL jsou priCinou rady vrozenych vad










Bunky NL maji Siroky diferenciacni potencial

Neurony a glie periferniho
nervového systému

Ektomesenchym hlavy a krku
chrupavka a kost,endotel a stroma
rohovky, zubni papila, dermis, hladka
svalovina,tukova a pojivova tkan

Melanocyty

Merkelovy bunky

Endokrinni bunky
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|zolace mysSich kmenovych bunek neuralni listy




Disekce oblasti bulge z folikulu hmatového chlupu




Bunky NL po emigraci z vlasoveého folikulu exprimuji geny
charakteristické pro NL

Anti-nestin + DAPI Anti-Sox10 + DAPI




Bunky NL po izolaci z vlasoveho folikulu jsou multipotentni

| ¥ xgal m“--.. \ Schwannovy burky

Xgal
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Hladké svalove bunky Neurony
anti-SMA

anti-S-100 e

Melanocyty Chondrocyty




Bunky NL izolované z vlasového folikulu maji schopnost
sebeobnovy (klonalni analyza)

5-denni klon




Bunky NL byly transplantovany do akutnich misnich lézi

Transplantované bunky v |ézi pfezivaji, zapojuji se do tkan€, nemigruji a neproliferuji
(netvofi nador)

Exprimuji markery GABAergnich neurontl (GADG67) a oligodendrocytu (RIP) -podpora
regenerace (rustové faktory, myelinizace regenerujicich axonu)




Izolace lidskych bunék NL z viasovych folikult

Zdroj tkané: kozni biopsie z ruznych Casti téla




Exprese genu charakteristickych pro NL




Analyza transkriptomu

Pomoci microarray analyzy lze zjistit vSechny exprimované
geny

Nase bunky exprimuji cca. 90% genu pfitomnych v mysSich
bunkach z vlasového folikulu a genu, jejichz esprese je
zahajena po indukci NL v embryu

Geny molekularniho podpisu bunék NL z vlasového folikulu

Potvrzeni pomoci RT-PCR




Diferenciace do derivatu NL




Prukaz ,,kmenového* charakteru

A B

« Schopnost klonalniho
rustu

» Exprese genu
charakteristickych pro
kmenoveé bunky




Exprese genu pouzitych pro indukci pluripotence
v dospelych somatickych bunkach

Pro reprogramovani byly pouzity 4 transkripcni faktory - POUSF 1
(OCT3/4), SOX2, c-MYC and KLF4

Nasledna selekce byla provedena v zavislosti na promotorové aktivité
FBX0O15a NANOG

* VSechny tyto geny jsou exprimovany v lidskych
EPI-NCSCs (microarray)

Potvrzeni pomoci RT-PCR




Zaver
» Lidské vlasoveé folikuly mohou slouzit jako zdroj
kmenovych bunek NL

« Tyto bunky exprimuji markery NL, mySich EPI-NCSCs
| Kmenovych bunek obecne

» Lidské EPI-NCSCs jsou schopné sebeobnovy a
diferenciace v nekteré derivaty NL

=

Vzhledem k unikatnim vilastnostem a snadné
dostupnosti zdrojové tkane by mohly byt lidske
kmenové bunky NL vhodnym kandidatem pro bunecnou
terapii a regenerativni medicinu







