% &
MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost RUNENS®

*
*‘k ** :,‘
* * _»:-
* * Z
* K I j‘;
MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani Y

EVROPSKA UNIE ¥

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

. .. _‘ ; ' ~‘.~' .-:.. . .' ) 'V ‘.. ‘:' .

NS £ kit Qukt "v - «.* \ ~'0 &

BRI 0 Lo K0 .ff.-"?\ -,4 w\\\
. - / - ; . .

as.. 1\
\ v.\
J ‘.(' .

{. L ﬁ.‘};&;‘}‘;\‘cf (Y * '\\ \\
e &

o

ir‘-.
L
Lo
5,
[y

i
4

»

i o
20 3
S0
{‘g‘ .-
50
g;_i:c‘

Y
s
v %

P 2
;\l
\O.

L\

V’
f‘ Y

I

r
-
o

.
.
-

-

Projekt ,,Od fyziologie k mediciné“ CZ.1.07/2.3.00/09.0219 je spoluflnancovan
Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.




b ! ‘ T \

. .__. - . i o ~ '-. - a* " '; ! %’ } : ‘\’
~= . Ustav fyziologie . Biologit ky.u.%’ ~ A0
"‘ ‘A. ; A i ” .

s
-

' . \ w4 4 !;‘
- Vetiéunl S " Lékarska fakulta - i
ool X 5 = L. N - ) L iR

A - a farmaceuticka: \ \ S & /a univerzita

ALY TR °~§b AR S «rykq‘-"ai’{”" GGl

< univerzita Brno . SO Brno A

. o\ ‘ | \
NAARE ‘y,'».:,g;‘,U"stav eipei'i 1 \S B .
% o t-./l" f ~ --, 0 A% '-.' A4 S '.'\.
wiia s mediciny AV CR, v.v.i. Y

3 :

: \\-'- LS y; Q b AR B AT : 7';""'(3,’ '»3\:1': \. .
SRS R M TN
e TE a8 | ~“ . '\.“

» - A
&'( ] :
&. n < .
SN l SNLLA
4 4 . A ¢
N > o » p. )
» "' . : ny Q G
| M A :
A 8
3 . Tt L, N\
o A N N £
e N
N 1)
. ‘t X . - 5
.

'. s

@ -3

- s

' ! - 7 4 : B . 7- :‘“-h‘f‘- ,' .. \ A . e :.{“ ,

§ A R R R G S SROE AN DO 7 RN
ISR L0 JSBN 978-80-7305-097-9  iaicivess
L3 . ! : = 'ﬂ" A' e , Al LN RN n '.;- 2 ) d \ - o\ i .~
N e NG (e *"w‘wf W A R R D)
) ‘: N .> . }" -.‘l Tk ‘é\éé:‘_;"<:‘;"f"; . . Q.‘ .\.',\
L) R ’ ‘ ! ) ") .\ ;".Q‘(.\l)'v"":?':‘. . ‘rx,‘ 2 \(" ' % . . A A\ "| \ \,‘A.
8 : ' e SEAYATAD [ I - - . 3 s B ;

. . "‘v" ‘ 1%

.
"y o
L &

/:'j’.ﬂ



*,,ﬁ

EVROPSKA UNIE

-® ARARILA
. & s,

. &

d ¥ %
. £ g
i Qe =

OP Vzdélavani % V &

pro konkurenceschopnost “ruyps®

Od fyziologie k mediciné

Aktudini vyzkum kmenovych bunék:

ze zkumavky k terapeutickému vyuziti

Mgr. Tomas Barta
Mgr. Dasa Dolezalova
Doc. MVDr. Ales Hampl, CSc.*
PharmDr. Zuzana Holubcova
Ing. Josef Jaro§, Ph.D.

Mgr. Vladimir Vinarsky

*autor pro korespondenci: ahampl@med.muni.cz

Vydala Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

ISBN 978-80-7305-097-9
1


mailto:ahampl@med.muni.cz

~— . ANARLY ,
* ¥ % ‘\“‘ Il;/
£ I}@r & 30}
) M -] z
e e : % v\/v §
MINISTERSTVO SKOLSTV OP Vzdélavani % &

EVROPSKA UNIE k¥’ MLADEZE A TELOVYGHOVY iy

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

PANEL 1: VEDA-VYZKUM- !

VZDELAV ANI-MEZINARODNI

| i o

vlastniho
v ; vyzkumu
védecke sl EyAni
poznatky

na urovni

Mezinarodni
moznosti
(mezinarodni
uplatnéni)

U PANEL 2: VEDA-VYZKUM-PRAXE q

. \

Fyziologie- medicina. -yziologie-

patofyziologie- | patofyziologie-
medicina ; ) medicina
(huménni T (veterinarni
medicina) 3 T medicina)




INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

- s~ e Ad
v ob FYZIOLOGIE K MEDICINE INTEGRACE P
VEDY, VYZKUMU, ODBORNEHO VZDELAVANI
A PRAXE

. ) Z.107/2.3.00/09.0219

7 %

VS (zpr‘acovavaJla odbornou pr'
alar'ske maglsterske nebo dokTor ,

na témata ocenénd Nobe
Fyziologii a medicinu
2 na pracovi§té védy a vyzkumu, aktivni za

do experimentu

i zkusenosti s atraktivni prezentaci
ledkii na odbornych akcich (konferen

6men| s moznos‘rml mezmarodmch ko



PANEL 1: VEDA-VYZKUM-VZDELAVANIi-MEZINARODNI
UPLATNENI

TEMA 2: AKTUALNI VYZKUM KMENOVYCH BUNEK: ZE
ZKUMAVKY K TERAPEUTICKEMU VYUZITI

REGION: BRNO

TERMINY:

18. brezna 2010
23. brezna 2010
27. brezna 2010
31. birezna 2010

Misto konani: Univerzitni kampus Masarykovy univerzity, Brno

-® ANARLA
* ¥ |\I:! | v & Ta,
A ~ 7,
o 2 %
) & $
MINISTERSTVO SKOLSTVI OP Vzdélavani Y V L
EVROPSKA UNIE ¥’ MLADEZE A TELOUYCHOVY  prokonkurenceschopnost  “¥uyyxs'™

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Kmenové buriky: co jsou, kde jsou a na co jsou.

Dospélé mnohobunééné organismy, vcetné cEloveka, jsou
tvofeny stovkami typti bun¢k specializovanych pro rtzné funkce.
Fotoreceptory sitnice zachycuji svételny signal a predavaji jej
k dal§imu zpracovani buiikdim mozku, buniky srde¢niho svalu se
smr$t'uji a uvoliiuji a zajistuji tak nasavaji a vypuzovaci funkci
tohoto orgénu, spermie spolu s vajicky umoziuji vznik novych
jedincti procesem oplozeni a podobné. Toto jsou jen Etyfi piiklady
Z nepteberného mnozstvi bunéénych typl fungujicich v lidském téle;
jiz z nich je vSak dobie zfejmé, Ze buiky specializované pro rizné
funkce se mezi sebou velmi zasadné 1isi. Tato strukturalni a funkéni
riznorodost mezi buiikami evokuje velmi zavaznou otazku — kdy a
jakymi procesy vlastné vznika. Jisté je, Ze na zalatku vyvoje
organismu, v zarodku V jeho ¢asném vyvojovém stadiu, tato bunécna
riznorodost neexistuje. Naopak, inicidlni vyvojova stadia organismu
jsou typicka pritomnosti bun€k, které jsou v zadsad¢ vSechny stejné.
Jinymi slovy, buiiky €asného zarodku jsou schopné dat postupnym
vyvojem, procesem rozriznovani ¢i diferenciace, vznik jakémukoli
specializovanému bunéénému typu dospélého organismu — tyto
buniky embrya jsou takzvang toti- ¢i alespoinl pluripotentni.

Nejen buiiky ¢asného embrya vSak mohou byt pluripotentni.
V roce 1954 byI v USA vytvoien kmen mysi nazvany 129, jehoz
— samci trpéli ve vysoké frekvenci
| vyskytem nadort varlat,
% | takzvanych teratokarcinomt.
Teratokarcinomy jsou nadory,
které jsou tvofeny mnoha
riznymi bunéénymi typy
(obrazek vlevo). Zajimavé je, Ze
mezi témito buikami nadoru
byly nalezeny také ,naivni*
nediferencované bunky, které
mély schopnost diferencovat se




do raznych specializovanych bunécnych typt, podobné jako builky
¢asného zarodku — byly tedy

také pluripotentni.  Tato vlastnost je nejlépe experimentalné
dokumentovana jejich schopnosti ti€astnit se normalniho vyvoje mysi
po jejich vpraveni (injikovani) do ¢asného mySiho zarodku. Takto
vznikly jedinec je potom chimérou (obrazek nize).

Na obrazku vlevo: mysi embryo ve stadiu blastocysty, do jehoz
dutiny jsou mikroinjekén¢ vpravovany pluripotentni buiky
teratokarcinomu (zobrazeny zlutg).

Na obrazku vpravo: chiméra symbolizovana bajnou bytosti se lvi
hlavou a drac¢im ocasem.

Na pluripotentnich bunikach teratokarcinomi je vSak kromé
samotné pluripotence zajimava jest¢ jedna vlastnost, ktera byla
odhalena jejich dlouhodobou kultivaci v in vitro podminkach (v
Petriho misce).  Touto vlastnosti je schopnost udrzovat si
pluripotenci v podstat¢ neomezené¢ dlouho. Jinymi slovy,
opakovanym délenim bunky svoji pluripotenci neztraci.  Tato
skutecnost je definovana jako schopnost sebeobnovy — kdy kazdym
délenim vzniknou dvé identické pluripotentni buiky.

Buiiky teratokarcinomil jsou pluripotentni a sebeobnovujici-
se, avSak jsou stdle builkami nadorovymi, které nesou né&jakou
genetickou poruchu. Zasadni krok od nadorovych pluripotentnich
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bunék k pluripotentnim bunikdm zcela normalnim ucinili az Gail
Martinova s Martinem Evansem, kterym se v roce 1981 podafilo
pfimét buiiky zdravého ¢asného mysiho embrya ve stadiu blastocysty
zit a délit se v podminkach in vitro. Takto ziskané bunky (bunécné
linie) byly pro svlij pavod v my$im embryu (v jeho ¢asti zvané
embryoblast, ze které se vyvine cely jedinec kromé plodovych obalil)
a pro svoji schopnost sebeobnovy a pluripotenci nazvany mysi
embryonalni kmenové (EK) buiiky. Nutno zdlraznit, Zze
embryonalni KB nejsou jiz ,,skute¢nymi‘ bunikami embrya, jsou sice
bunikami derivovanymi z embryoblastu mysiho embrya, ale jsou
soucasn¢ produktem kultivace in vitro, jejiz unikatni podminky
zajist'uji jejich sebeobnovu a pluripotenci. Tyto podminky sestavaji
zejména Z vrstvy podpirnych bunék (mySich embryonalnich
fibroblastil) a rGstového faktoru ozna¢ovaného jako LIF (leukemicky
inhibi¢ni faktor).

Obrazek na nasledujici strané: A) Schéma ustaveni linie mySich EK
bunck. Modie je zndzornén embryoblast, jeho vyjmuti a pfeneseni do
Petriho misky na vrstvu podpirnych fibroblasti (zndzornény
rizové). Kolonie mySich EK bunék jsou ve findlnim stavu
znazornény tmave razove. B) Mikroskopicky obraz mysi blastocysty
s embryoblastem oznacenym cervenou elipsou. C) Mikroskopicky
obraz mysich EK bun¢k rostoucich na vrstvé podptirnych fibroblasti.
V modrém krouZku je zvyraznéna jedna kolonie (skupina desitek az
stovek) mySich EK buné&k. Obrazky B) a C) maji odliSna méftitka.



Mysi EK bunky se diky svym vlastnostem, casové zcela
neomezené propagovatelnosti v podminkach in vitro a schopnosti
diferencovat se jak in vivo tak také in vitro do riznych bunécnych
typli dospélého organismu, staly nenahraditelnym modelovym
systtmem pro studium plejady aspekti normalniho vyvoje
mnohobuné¢éného organismu. Tento vyznam si dochovaly dodnes.
Existence mysich EK bunék v kombinaci s moznosti jejich genetické
modifikace a schopnosti pfispivat ke vzniku chimér (viz vySe)
umoznila tvorbu geneticky modifikovanych mysi. Tyto jsou dodnes
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jednim ze zakladnich a nenahraditelnych nastrojii ke studiu funkce
savCich gent. Za vyvoj technologie pfipravy geneticky
modifikovanych mysi pomoci mySich EK bunék a metody takzvané
homologni rekombinace obdrzeli v roce 2007 badatel¢ Martin Evans,
Mario Capecchi a Oliver Smithies Nobelovu cenu za Fyziologii a
Medicinu.

Oliver Smithies

Mario R. Capecchi



EK bunky ustavené z mySi byly, pifes rozsahlé pokusy
s mnoha jinymi zZivo€iSnymi druhy, po dlouhou dobu jedinymi EK
bunikami, které se podafilo ustavit. V roce 1998 vsak pftisel zcela
zasadni prilom diky tymu Dbadatelt,
vedenému  ameriCanem  Dr.  Jamesem
Thompsonem (obrazek vlevo).  Ten, ve
spolupraci s kolegy z Izraele dokazal poprvé
v d¢jinach biologické védy ustavit linie EK
bunck ze zarodki (blastocyst) ¢loveéka (nize
titul védecké publikace popisujici tento
objev). Stoji za uvedeni, Ze postup ustaveni
linie lidskych EK bunc¢k je principialné
shodny s postupem vyvinutym v roce 1981
pro ustaveni linii EK bun¢k z embrya mysi.
Jedinym skuteéné¢ zasadnim rozdilem je
rustovy faktor, ktery lidské EK bunky v kultufe vyzaduji. Tim je
bazicky fibroblastovy rustovy faktor (FGF2) namisto LIF, ktery, jak
je uvedeno vyse, vyzaduji EK bunky mysi.

wnwsCiencemagorg SCIERCE VOL 282 & NMUYVEMEBER 1958
REFORTS
Embryonic Stem Cell Lines
Derived from Human
Blastocysts

James A, Thomson,* Joseph Hskovitz-Eldor, Sander 5. Shapiro,
Michalle A Waknitz, Jennifer ]. Swiergiel, Vivienne 5. Marshall,
Jaffray M. Jones
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Skutec¢nost, ze svét ziskal prvni linie lidskych EK bunék
rozpoutala nezmérny zajem o studium tohoto bunééného typu.
Diivodem byly samoziejmé znalosti o diferenciaénim potencidlu KB
bungk, ziskané léty prace s mySimi EK bunkami, slibujici zejména
uziti lidskych EK bunék v klinické mediciné€ v podobé riznych druht
bunécéné terapie. Mnoho laboratofi ve vyspélych zemich svéta proto
okamzit€ napielo své sily na ziskani novych linii lidskych EK bunék
a pustilo se sobrovskym usilim do studia jejich biologickych
vlastnosti.  Stoji za zminku, 7e ani Ceska Republika neziistala
V tomto biomedicinském tazeni opodal a diky praci badatelt Hampla
a Dvortdaka ziskala prvni linie lidskych EK bunék na jafe roku 2003.

Obrazek ukazujici jednotlivé kroky ustaveni linie lidskych EK
bunék. A) Lidska blastocysta se zona pellucida. B) Lidska
blastocysta po odstranéni zona pellucida. Embryoblast oznacen
cervené. C) Embryoblast (¢ervené) po pievedeni do kultury na vrstvu
podpurnych fibroblastii. D) Rozristajici se buiikky embryoblastu. E)
Populace lidskych EK bunék zabirajici celé zorné pole. F) Dvé
kolonie lidskych EK bun¢k po pasazi.

11



Ptestoze kmenové bunky odvozené z bunék embrya daly
hlavni impuls ke studiu kmenovych bunck, nejsou jedinymi
existujicimi ~ kmenovymi  buikami. Pluripotence,  jedna
z charakteristik kmenovych bunék, je vlastnosti, kterou musi mit
bunky casného embrya, aby mohly dat procesem postupného
rozriznovani (diferenciace) vznik vSem specializovanym bunéénym
typim dospélého organismu. VeéEtSina specializovanych  bunék
dospélého organismu vSak kontinudln€¢ podléha postupnému
opotiebeni ¢i dokonce rychlé ztraté v piipad¢ zranéni a tyto bunky
musi mit moZznost byt nahrazovany. Zdrojem pro nahradu téchto
specializovanych buné¢k jsou sebeobnovujici se bunky skryté po cely
zivot ve tkadnich a organech, takzvané tkanové ¢i organové
kmenové buiiky (anglicky se jim fika adult stem cells, ¢ili dospélé
kmenové buinky). Tyto buiiky jsou ve tkanich ve velmi malych
poctech a vétsinou jsou ,,ukryty” ve specialnich mistech, takzvanych
nikach, a jejich odhaleni neni tedy vibec snadnou zalezitosti. Svoje
kmenové buiiky ukryté v kostni dieni maji bunky krve, kmenové
bunky maji buniky svald, kmenové buiiky maji butiky mozku a tento
vyCet kmenovych bunék dospélého
organismu nelze dnes uzavifit.
Jednim z relativné dobfe popsanych
typli organovych KB jsou naptiklad
kmenové bunky zajiStujici trvalou
obnovu epitelu tenkého stieva, které
jsou ukryty hluboko v kryptach

stfevni sliznice.

Histologicky fez kryptou tenkého
stteva. Hnéd¢ jsou zbarvena jadra
bunék, Sipkami jsou oznaceny bunky
na dné¢ krypty povazované =za
kmenové buiky sliznice
stieva.(Pfevzato z Barker et al.,
Genes & Development, 2008,
22:1856-1864).
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Cim nam mohou byt kmenové bunky prospésné?

Lidské kmenové buiky (KB) jsou terapeutickym piislibem
budoucnosti diky své schopnosti dat vzniknout vSem bunéénym
typtim, které nachazime v lidském organismu. Lze si proto ptedstavit
situaci, kdy bude pacientliim s degenerujici, poSkozenou ¢i chybéjici
tkani mozné nabidnout uméle vypéstovanou funkéni nahradu z KB,
¢1 buniky které ji po implantaci znovu vytvofi. Pfi pouziti autolognich
(vlastnich) KB pacienta je navic vylouceno riziko odvrhnuti §tépu a
nutnost potlaceni imunitniho systému jako Vv piipadé dnes
pouzivanych allogenich (cizich) transplantati déarce. Ziskanim
indukovanych KB z pacientii je mozné zkoumat i molekularni
podstatu vrozenych a degenerativnich onemocnéni.

MozZnost terapie za pouziti KB je v soucasné dobé zkoumdna na
zvitecich modelech, u nékterych lidskych onemocnéni a poruch jiz
probihaji klinické testy.

Moznosti terapie kmenovymi burikami
e regenerace tkané¢ poskozené pifi zranéni nebo nemoci -
kmenové bunky hraji roli stimulatoru ristu ostatnich bun¢k

e znovuosidleni poskozené nebo odumfelé¢ tkdné bunkami
pfimo vzniklymi z kmenovych bunék

e odstranéni zbytkové populace nemocnych bunék tkané
pomoci implantace zdravych kmenovych bunck

Postup terapie zaloZené na pouZziti kmenovych bunék
e ziskani dostate¢ného mnozstvi kmenovych bunék
e zmnozeni kmenovych bun¢k v in vitro kultufe (v Petriho
miskach) a jejich diferenciace do pozadované¢ho bunétného
typu
e implantace spravné diferencovanych zdravych bunék

13



Typy kmenovych bunék vyuZitelné v terapii
o tkanové/organové kmenové bunky pacienta, nebo darce

e cmbryondlni kmenové buiky
e indukované pluripotentni kmenové buiky

Tkanové KB existuji v rtiznych organech v tzv. nikach kmenovych
bun¢k. Jsou schopny se diferencovat do bunéénych typii dané tkané,
ale moznost jejich diferenciace do vSech bunéénych typu nebyly
jednoznaéné prokazany. Po vétSinu Casu se nedéli a ziistavaji
v klidovém stavu. V piipadé poskozeni organu dojde k aktivaci
kmenové buiiky okolnimi buiitkami. Kmenova buiika se za¢ne délit a
produkovat rychle se délici progenitory, jejichz dal$im délenim na
vice specializované buiky dojde k opravé poskozené tkané. Izolace
tkanovych KB je omezena z divodu jejich malého poctu v tkani.
Vyjimku tvofi mesenchymalni a krvetvorné KB, které je mozno
izolovat z kostni diené nebo periferni krve ve vétSim mnoZstvi.
Embryonélni KB ziskané z ¢asné blastocysty jsou dobie dostupné
(kolem 400 linii), mohou byt v in vitro kultufe propagovany a
mnozeny neomezenou dobu, pficemz si stidle udrzuji schopnost
diferencovat do vSech bunécénych typl. Jejich nevyhodou je riziko
imunitni reakce zpusobené rozdilnosti genetického vybaveni mezi
darcem a pifijemcem, genomova nestabilita zpiisobend dlouhodobou
kultivaci a eticky kontroverzni ptivod.

Indukované pluripotentni KB jsou builky pochézejici z
diferencovanych bunéénych typt, které byly "pfeprogramovany" do
pluripotentniho stavu docasnym zapnutim né¢kolika transkripénich
faktord typickych pro kmenové buiky. Indukované KB byly
vytvofeny napi. z dobfe dostupnych koZnich fibroblastl. Vzhledem
K tomu, Ze je v tomto ptipad¢ 1éCeny pacient zaroven darcem bunék
(autologni transplantace), nehrozi riziko imunitni odpovédi.
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Soucasné terapeutické aplikace kmenovych bunék:

Tkarové kmenové buriky:

Nejstarsi a 1 v soucasnosti nejcastejsi formou izolace tkdnovych KB
je izolace krvetvornych KB a mesenchymalnich KB z kostni diené,
periferni krve. Pozorovani klonogenni kapacity bun¢k kostni dien¢ se
datuje do Sedesatych let minulého stoleti, transplantace kostni dien¢
Krvetvorné KB jsou schopny diferencovat se do bunék krevni fady a
jejich tranplantace je vyuzivana k 1écbé vrozenych i1 ziskanych
onemocnéni krve. Transplantaci predchazi uplné ¢i cCastecné
odstranéni pivodnich krvetvornych bunék, aby nedosSlo k imunitni
reakci.

Mesenchymdlni KB jsou schopné vytvofit vSechny bunky
mesenchymalni linie jako napf. buiiky chrupavky, kosti, §lachy, kiize
¢i tukové tkané. Mesenchymalni kmenové buiiky vytvorené z kostni
dfené mohou byt po implantaci v pithodném nosi¢i (napf.
kolagenové struktura) pouzity k zaceleni zlomenin, jejichz casti k
sob¢ nedoléhaji. Uplatnéni nachazeji i pifi 1écbé nadmérné
opotfebované chrupavky. Transplantovana chrupavka darce zbavena
vSech pivodnich bun€k je osidlena mesenchymélnimi kmenovymi
bunkami pacienta, které se po transplantaci pifeméni na na
chondrocyty a propoji transplantat s poskozenou chrupavku.

RovnéZ v pifipadé regenerace srde¢niho svalu po infarktu myokardu
bylo pozorovano vyrazné zlepSeni po injekci autolognich
mesenchymadlnich KB (dobfe zpracovéano v Strauer a kol., 2008, Cell
Proliferation).

Embryondlni kmenové buiiky

Terapie zaloZené na lidskych embryonalnich KB nebyly na rozdil od
mesenchymalnich kmenovych bunék v lidské mediciné dosud
terapeuticky ~ pouzity. Vyzkum  zaméfeny na  schopnost
embryondlnich KB a jejich diferencujicich se derivati obnovit
porusené¢ funkce nervové soustavy v zvifecich modelech ukazal
piekvapive zjisténi. Ackoliv doSlo k vylé€eni poranéni mozku po
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implantanci embryonalnich KB, jen mala ¢ast implantovanych KB se
pfeménila na neurony, vétSinou tvotily podptirné buiiky (astrocyty a
gliové bunky). Zda se daji vysledky ze zvifecich modell pienést i do
oblasti humanni mediciny se brzy dozvime, nebot’ na pocatku roku
2009 schvalila FDA firmé Geron spusténi prvni faze klinickych
testll, které vyuzivaji lidskych embryondlnich KB diferencovanych
do oligodendrocytii u pacienti s poruSenou michou.

Indukované pluripotentni kmenové buiiky

Vzhledem k novosti technologie indukovanych pluripotentnich KB
(mysi indukované KB 2006, lidské indukované KB 2007) je jejich
terapeutické vyuziti otdzkou budoucnosti. Indukované pluripotentni
KB disponuji obrovskym terapeutickym potencidlem z davodu
moznosti tvorby pluripotentnich KB z tkan€ pacienta. Dalsi
vyznamnou vyhodou pfistupu indukované pluripotence je eticky
bezproblémova ptiprava indukovanych pluripotentnich KB. MozZnost
ziskani indukovanych KB z bun¢k pacienta s vrozenou vadou a jejich
diferenciace do postizeného bunééného typu (napf. neuroni u
Huntingtonovy chorei) otevira moznost zkoumani molekularnich
jevl v podminkach in vitro, kterych neni mozno dosahnout jinym
zptisobem.
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Jak l1ze lidské embryonalni kmenové bunky primét
k vytvoreni funkénich bunék naseho téla?

Lidé na celém svéte jiz dlouhda 1éta premysleji o nahradach
poskozené lidské tkané ¢i dokonce organu (napiiklad mocového
meéchyie na obrazku) za tkan zcela novou,
zdravou a zejména funkc¢ni. Pfislibem pro tyto
aplikace byly (a stale jest¢ jsou) lidské
embryondlni kmenové buiky (KB). Jejich
unikatni biologické vlastnosti a zejména
diferenciacni potenciadl (schopnost vytvofit
jakoukoliv buniku lidského téla) vyuzivaji védci
nejen pii zkouman procesit uplatitujicich se ve
vyvoji lidského organizmu, ale také pro jiz
zminénou moznost uziti v tzv. regenerativni
medicin€. Prozatim jsou jejich praktické
aplikace stale jest€¢ omezené, nékteré svétové
laboratofe vSak jiz diferencované lidské
embryonalni KB aplikuji nemocnym pacientiim
Vv prvnich klinickych studiich.

A jak je vlastné mozné piimét nediferencovanou lidskou
embryondlni KB k tomu, aby vytvofila neuron, ktery se poSkodil
Vv miSe pacienta pfipoutané¢ho na invalidni vozik? Nebo Vv bunku
chrupavky, ktera se casem opotiebuje v koleni a zpusobuje
pacienttim bolesti? Odpovéd’ je na prvni pohled velmi jednoducha —
zjistit, jak vyvoj tohoto bunééného typu funguje piirozené v téle
zivych organizmu (in vivo) a napodobit tyto pfirozené podminky ve
zkumavce (in vitro).

Z vyvojové biologie vime, Ze tvorba novych specializovanych bun¢k
je postupny proces, ktery vzdy zahrnuje nekolik prechodovych
(prekurzorovych) stadii, kdy je buiika tzv. multipotentni — muze
kuptikladu vytvofit kteroukoliv buniku nervového systému, ale jiz
nemuze dat vznik buiikam chrupavky nebo jaternim buitkdm.

Rovnéz vime, Ze na specifikaci jednotlivych bunécnych typl se
podili vzdy dva typy molekul:
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1) ,;rozpustné®, které jsou vyluCovany jinymi bunikami z okoli (jsou
Jimi tzv. ristové faktory a morfogeny (pi. fibroblastovy rustovy
faktor FGF, kyselina retinova apod. — viz zjednodusené schéma
vyvoje nervového systému) a

2) molekuly ,,nerozpustné*, nachazejici se fixné v okoli bunky (témi
jsou povrchové molekuly sousedicich bunék a také slozky
mezibunééné hmoty).

Jak ale vSechny tyto faktory spolupracuji, které konkrétné to jsou a v
jakém potadi na buiiky pusobi, zatim pro vétSinu diferenciacnich
procesti zcela objasnéno neni.

Blastocysta

l

Ektoderm

l FGF, antagonisté BMP

Neuroepitelialni
burika

Wnt, FGF, k. retinovd

Predni Stredni Zadni mozek/
mozek mozek  prodlouzena micha
SHH

Soucasné pristupy k diferenciaci lidskych embryonalnich KB do

specializovanych bunéénych typi se tedy pokousi kombinovat

jednotlivé znalosti o vyvoji in vivo a uvést je do in vitro systému

V minimalné dvou krocich:

1. Indukce diferenciace lidskych embryonalnich KB do prekurzora
daného bunécéného typu ovlivnénim ristovymi faktory a/nebo

povrchem kultivaéni misky
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2. Indukci diferenciace prekurzori do specifického terminalniho
bunécného stadia opét ovlivnénim morfogeny, ristovymi faktory
a/nebo povrchem kultivaéniho prostiedi

Indukce diferenciace lidskych

Bt embryonalnich KB do neuralnich 2. [[LuBEEEEe et d.iferenciace
prekurzori (NP) do neuront

kolonielidskych roseta® = diferencujicilidské formujicise axony

embryonalnich KB embryonalni KB do neuralnich nurond
prekurzort

2

INDUKCE JEDNOTLIVYCH KROKU

=

...morfogeny: ... ipravou kultivacnich podminek:

Kokultivace s linii

stromalnich bunék (pf. PAB) +Periferni neurony

kolagen, laminin,
fibronektin

Neurotrofin-4 +GABAergni neurony

integriny, NCAM ]

elasticita/ plasticita

FGF&/Shh, k askorbova +

«Dopaminergni neurony

FGF2, RA, Shh =Motarické neurony 2D/3D ]
CNTF (ciliary neurotrophic

( farg'tur) P =Astrocyty

CNTF/PDGF +Oligodendrocyty

N Y
- A A ____A_A_A____J

| -..Zejména jejich kombinaci |
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Vyzkum neurodiferenciace u lidskych embryonilnich KB

Jednou z moznych aplikaci lidskych embryondlnich KB
v regenerativni mediciné je jejich vyuziti pii opravé poskozeni
nervového systému clovéka. Potencidl 1écby v této oblasti je
pomérn¢ Siroky, pocCinajic nahrazenim odumielych neurona pfi
neurodegenerativnim onemocnéni (naptiklad Alzheimerova nebo
Parkinsonova choroba) az po nahrazeni poSkozenych nervii po
preruseni michy (1é¢ba dozivotni paralyzy jedince). V této oblasti se
jiz mnoho let experimentuje na laboratornich zvitatech a vysledky ve
vetsing pripadt prokazuji zlepSeni stavu postizenych zvifat po
aplikaci embryonalnich KB do mista poskozenych neuronii nebo
pferuSené michy.

Prvni klinicky vyzkum na lidech byl zapocat jen pfed nckolika

Dendrity

-

Myelin
Y N

¥

Myelinova pochva
Axon /

mesici VUSA. Skupina védcl pod vedenim Hanse Kiersteada

vymyslela postup, jak efektivné diferencovat embryonélni kmenové

buiiky do podplrnych bunék neuronti (glii), které produkuji myelin.

Myelin je potfebny pro vedeni vzruchu podél axontd. Bunky, které o

tzv. myelinovou pochvu pfisli v disledku poranéni misnich nervi, jiz

vzruchy nemohou vést a ZivocCich tak zlstane paralyzovan. Pokud
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vysledné populace neuronii nebo
glii. Pro piipadné klinické aplikace
je nezbytné, aby vysledna populace

bun¢k byla homogenni

jsou gliové bunky (diferencované
z mySich embryondlnich KB) podany
mysim do 10 dnt po poranéni miSnich
nervu, vedeni vzruchu se za ¢as obnovi
a mysi se tak mohou opét pohybovat.
Biotechnologicka firma Geron (USA;
www.wsj.com) se rozhodla tento
postup aplikovat na lidsky organizmus
a Vv listopadu loniského roku (2009) ji
bylo umoznéno vyzkum zapocit.
Vysledky prozatim nejsou k dispozici,
zustava proto verit, ze lécba bude
uspésna.

Postupy, jakymi je mozno lidské
embryonalni KB diferencovat do
neuralnich prekurzori a dale do
termindln¢ diferencovanych stadii jsou
v riiznych laboratofich rizné (a také
vice ¢i méné¢ Uspésné). Hlavnim
problémem vsSak zistava ,Cistota®

neurony

(obsahovala jenom ten bunécny typ, /

ktery bude c¢loveéku injikovan do
Jakakoliv nediferencovana
embryonalni kmenova buika by
totiz mohla zplsobit v lidském téle
tvorbu nadoru.

B3Tubulin/DAPI
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Limitace vyuziti lidskych embryonalnich KB v bunécné
terapii

Potencionalni vyuziti lidskych embryonalnich KB v bunééné terapii
je limitovano ftadou faktorii. 1) lidské embryondlni KB jsou
kultivovany in vitro pii nevhodnych podminkach; 2) béhem in vitro
kultivace akumuluji zmény ve svém genomu; 3) pii transplantaci
hrozi odmitnuti $t€épu imunitnim systémem pfijemce; 4) musi byt
zarucena diferencovanost opravdu vSech bunék, které¢ se do
pacientova téla vpravuji.

1) Lidské embryonalni KB
jsou  kultivovany v pfitomnosti
komponent zvifeciho plivodu, které
mohou byt zdrojem imunogennich
latek (tj. latek, které v pacientové
téle vyvolavaji imunitni reakci),
retrovirovych ¢i houbovych infekci,
které mohou byt nebezpecné pro
pacienta. Mezi komponenty
zviteciho puvodu patii predevsim
vrstva podptirnych bunék (mysi
embryonalni  fibroblasty), na
kterych lidské embryonalni KB
rostou. Tato vrstva podptrnych
bunék produkuje do média ristové faktory a slozky mimobunécné
hmoty, které jsou klicové pro rust lidskych embryonalni KB (Na
obrazku kolonie lidskych embryondlnich KB. V jejim okoli jsou
vidét individudlni podptrné mysi embryondlni fibroblasty). Dalsi
dilezitou sloZkou kultiva¢niho systému lidskych embryonalnich KB,
ktera vSak obsahuje komponenty zvifeciho ptivodu, je nahrazka séra.
Cilem vyzkumu mnoha védeckych skupin je proto vyvinout
kultivacni systémy, které neobsahuji slozky zvifeciho ptivodu.

2) Pii pouziti lidskych embryonalnich KB v bunécné terapii je
nutna jejich dlouhodoba in vitro kultivace. Béhem této dlouhodobé
kultivace lidské embryondlni KB akumuluji zmény v genomu.
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Podobné zmény jsou bézné nachazeny v nadorovych buiikach. Proto
je pouziti téchto bunék nesoucich zmény v genomu nebezpecné.

Zdrojem genetickych abnormalit mohou byt 1) jiz vySe
zminéné nevhodné kultivacni podminky, ii) absence klicovych
komponent signalnich drah monitorujici poskozeni DNA (tzv.
kontrolni body bunécného cyklu) nebo iii) poruchy funkce déliciho
vieténka (centrozomalni abnormality).

Udrzovani stability genomu u eukaryotickych bun¢k zajistuje
komplexni sit’ kontrolnich bodu, které jsou strategicky umistény v
prabéhu bunééného cyklu. Pokud je DNA poskozena nebo nejsou
dokonceny klicové procesy dané faze bunécného cyklu, aktivuji se
tyto kontrolni body, coz vede k pozastaveni priichodu bunéénym
specifickou zménou struktury DNA nebo interakci DNA-protein.
Tento signal je pak pfenasen na efektorové molekuly, které zastavuji
bunéény cyklus nebo indukuji apoptdézu (programovana/fizena
bunécna smrt).

Klicovou molekulou signalnich drah  monitorujicich
poskozeni DNA je protein p53. Pfi poSkozeni DNA nebo pfi indukci
stresu se tento protein prostiednictvim dalSich molekul modifikuje
(fosforylace, acetylace, ubikvitinace). Na =zakladé modifikaci
proteinu p53 pak bunka rozhoduje, zda zastavi svou progresi
bunéénym cyklem a opravi DNA. Pokud je vSak poskozeni DNA
natolik robustni, Ze buiika nedokédze poSkozeni opravit, aktivuji se
komponenty apoptickych drah a buiika zahyne fizenou buné&cnou
smrti.

Zastaveni  bunééného cyklu pfi  poSkozeni DNA
prostfednictvim proteinu p53 probihd tak, ze se p53 vaze na DNA
Vv misté regulacni oblasti, kde se nachazi gen pro protein p21. Vazbou
proteinu p53 na DNA se spusti exprese proteinu p21, ktery svou
vazbou inhibuje aktivitu molekul zodpovédnych =za progresi
bunéénym cyklem (CDK/cyklin - viz obrazek) a bunécny cyklus se
zastavuje.
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[ | neaktvni p53

poskozeni DNA

¥ aktivace p53
_—

b aktvni p53

aktivni p53 se vaze
na regulaéni oblast
genu p21

{ b gen p21

\
_\l_ p21 mRNA

P~ 2

oo

AKTIVNI komplex cyklinu s CDK NEAKTIVNI komplex cyklinu s CDK
- bunéény cyklus probiha (po vazbé p21) — bunéény cyklus se zastavi

Studium reakce lidskych embryonalnich KB na poskozeni
DNA ukazaly, ze ackoliv protein p53 je po poSkozeni DNA spravné
modifikovan, nedokaze vSak spustit expresi proteinu p21, ktery je
zodpovédny za zastaveni bunééného cyklu. Pokud bunka nedokéze
po poskozeni DNA zastavit prichod bunéénym cyklem, mize se toto
poskozeni ptenést do dalSi generace bunék. Neschopnost lidskych
embryonalnich KB syntetizovat protein p21 po poSkozeni DNA
muze piispivat k nestabilité¢ genomu.

Dalsi pfi¢inou genetické nestability lidskych embryonalnich
KB mohou byt poruchy funkce déliciho vieténka. Vyznamnou
soucasti délicitho vieténka je centrozom. Centrozém je Utvar v
cytoplazmé bunék, ktery ma za tkol organizovat dé¢lici vieténka
beéhem bunééného déleni, a proto je zodpovédny za rovnomérné
rozdeleni genetického materidlu. Za normalnich okolnosti mé butika
pii déleni centrozomy dva - kazdy v opaéném polu buiiky. Pokud ma
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bunka centrozomi vice, dochazi k nerovnomérnému rozdéleni
genetického materidlu (aberantni déleni) a tedy ke genetické

nestabilité (viz obrazek).

normalni déleni abnormalni déleni

modra — DNA
zelend — centrozomy
Cervend — délici vieténka

Lidské embryonalni KB maji zvySené procento aberantnich

MV

déleni vin vitro kultufe, které mohou byt potencialni pfi¢inou

akumulace genetickych zmén v genomu.

3) Lidské somatické bunky nesou na svém povrchu soubor
molekul MHC (major histocompatibility complex). Tyto molekuly
jsou u kazdého cloveka jedinecné. Molekuly MHC, které nejsou
organismu vlastni, jsou rozpozniny imunitnim systémem. Pfi
transplantaci diferencovanych bun¢k z lidskych embryonalnich KB,

muze proto dojit k odmitnuti Stépu
imunitnim systémem pacienta.

4) Pfi transplantaci bun¢k
diferencovanych z lidskych
embryonalnich KB musi byt zaruceno,
ze opravdu vSechny buniky jsou
diferencovany do poZadované bunécné
linie. Pokud by pfi transplantaci zistala
urcita Cast populace bun¢k
nediferencovana, mohlo by dojit ke
tvorbé nadoru (teratomu - viz obrazek).
Pro  bezpecné  pouziti  lidskych

Zdroj: www.wikipedia.org

embryondalnich KB v bunécné terapii musi byt vSechny tyto limitace

eliminovany.
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Prakticka ¢ast
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Kultivace lidskych embryonalnich kmenovych bunék

Lidské embryonalni kmenové buiiky jsou bunéénym typem, ktery
vyzaduje obezietnou manipulaci v prub¢ehu kultivace.

Kontrola rdstu kmenovych bunék Lidské embryonalni kmenové bunky v
termostatu

Standardni kultivace lidskych embryonalnich kmenovych bunék
Lidsk¢ embryonalni KB jsou kultivovany v adherentnich

podminkach spolu s mitoticky inaktivovanymi  mySimi
embryonalnimi fibroblasty, které poskytuji lidskym embryondlnim
KB nejen dosud ne dokonale poznané ristové faktory, ale také
mechanickou oporu.

Pasézovani probihd v intervalu 4-8 dni metodou:
a) pouziti enzymu, ktery rozrusi adhezi kolonie na podkladu
tak, Ze je mozné je sfoukat pipetou a poté Ilehce
rozsuspendovat na kousky;
b) manualniho rozfezani kolonii pomoci sklenéného
Skrabatka na ctvereCky a jejich naslednym uvolnéni od
podkladu;
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Kousky kolonii jsou sazeny na cerstvou vrstvu mitoticky
inaktivovanych mysSich embryondlnich fibroblasti. Po pfisednuti
dochdzi k odtlatovani mysSich embryonélnich fibroblasti a lidské
embryonalni KB tvofi malé a kompaktni kolonie, které dortstaji
velikosti stovek az tisice bun€k (100-500 kolonii na Petriho misce o
praméru 6¢m).

V pfipadé¢ nasazeni suspenze jednotlivych buné¢k nejsou lidské
embryonalni KB schopny tvofit kolonie a odumiraji. Morfologicky
Spatné kolonie jsou odstraiiovany Skrabatkem. Ke kultivaci lidskych
embryonalnich KB mohou byt pouzity i jiné podptirné bunky (napf.
lidské embryonalni predkozkové fibroblasty).

V pribéhu kultivace je pouzito médium s ndhrazkou séra a
ptidavkem ristového faktoru FGF2. Ristovy faktor FGF2 je nutny k
udrzeni pluripotence. Kultivace lidskych EKB bez FGF2 tsti v ztratu
pluripoten¢nich markerii a morfologické zmény spojené s
diferenciaci.

Kultivace lidskych embryonilnich kmenovych bunék bez vrstvy
podpirnych bunék

Kultivace v podminkéach bez podpirnych bun¢k vyZzaduje oSetfeni
kultivaéniho povrchu napf. Matrigelem (BD Matrigel™) z divodu
zlepSeni adheze a upravu média k nahrazeni vlivu podplrnych
bun¢k. Pii pouziti chemicky definovaného média mTeSR™1 (Stem
Cell Technologies), nebo standardniho média, které bylo
kondiciovano po dobu 24h mySimi embryondlnimi fibroblasty, poté
ptefiltrovano a znovu obohaceno o L-glutamin a ristovy faktor FGF2
tvofi lidské EKB kolonie morfologicky identické jako pii standardni
kultivaci.
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Kultivace lidskych embryonalnich kmenovych bunék v
monovrstvé
Po adaptaci na podminky bez vrstvy podpturnych bunék po dobu 1-2

pasazi jsou lidské EKB trypsinem rozvolnény na suspenzi
jednotlivych bunc¢k a sazeny na povrch oSetfeny Matrigelem v
hustoté 20-100x10* bun&k/cm?. Buitky monovrstvy dosahuji 100%
konfluence za 2-5 dni po pasazi.

SloZeni média pro kultivaci lidskych embryonalnich KB
slozka koncentrace vyrobce
DMEM/F12 | ... .80%]Invitrogen
KO serumreplacement 15% | Invitrogen
L-glutamin 1% | Invitrogen
[neesencialni aminokyseliny | 1% | Invitrogen
2-Merkaptoethanol | 01mM|Sigma
penicilin streptomycin | | 0,5%| Invitrogen
FGF2 10ng/mL | PeproTech
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Jak se tvari kmenové bunky v okularech konfokalniho
mikroskopu?

Lidské télo je tvofeno builkkami a tzv. mezibunéénou hmotou
(extracelularni matrix). Tato hmota se sklada ze strukturalnich a
signalnich molekul (bilkoviny, polysacharidy), tedy poskytuje
mechanickou stabilitu a podili se na funkci jednotlivych tkdni a
organt. Pfi onemocnénich ¢i nehodach mize vzniknout poSkozeni
nekterych tkani, jejichz 1é€bu ¢i vyménu bude mozné realizovat
pomoci tkdnovych nahrad (napt. 1éCba jater, chrupavek, ¢i poranéné
michy). Predpokladd se vyuziti

kombinace kmenovych bunék a
materiald, které by mimikovali
mezibunéénou hmotu v Zzivém
organismu. Tyto biomaterialy
mohou byt piirodniho ¢i
syntetického pivodu a jsou
obvykle ve formé tfirozmérnych
struktur (nanovlakna, hydrogely,
porézni konstrukty). Stavaji se
tak nosi¢em bun€k a zéroven
prostfedim, které ovliviiuje jejich
chovani (migraci, diferenciaci,
proliferaci) a které mohou buiky

(jadra, cytoskelet)

sami pretvaret.

Tyto struktury je vSak nemozné prohlédnout béznym svételnym
mikroskopem, s vyhodou je tedy vyuZzivan konfokalni mikroskop.
Konfokalni mikroskopie prfedstavuje metodu zobrazeni, ktera
vyraznym zpusobem roz$ifila moznosti pozorovani. Pomoci této
techniky je mozné detailn¢ studovat morfologii ¢i distribuci bun¢k v
tkanovych kulturach ¢i materialech.

Klasickd mikroskopie piedpokladd pozorovani preparatd o
“nekonecné* malé tloustce, jelikoz pii prohlizeni silnych vzorkd, je
obraz nepfiznivé zkreslen obrazem z rovin, na které neni zaostfeno.
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Laserovy skenovaci konfokalni mikroskop (LSCM) vyuziva
laserového paprsku, ktery je zaostien do zvolené roviny a vytvaii tak
opticky fez preparatem. Struktury, které se nachazeji nad a pod
rovinou fokusace se pak nepromitaji do vysledného obrazu.
Konfokalni — znamena, ze v optické cesté jsou vytvorena dveé
»spole¢na® ohniska na dvou clonach. Prvni (zrcadlovou) clonou je
vytvafeno osviceni preparatu co nejmensim bodem svétla a druha
(konfokalni) clona zajistuje odstinéni zvolené roviny od ostatnich,
nezaostienych. Tak je dosazen ostry, vysoce kontrastni obraz s
velkym rozliSenim.

laser

zrcadlova
clona ) m—

konfokalni
clona

Jednotlivé bilkoviny a struktury bunék
lze  zvyraznit  imunofluorescencnim
znafenim pomoci fluorescencni znacky
(fluorochromu). Pfi  propagaci a
diferenciaci populace kmenovych bunék | objektiv
je pak studovana jejich odezva na
kultiva¢ni podminky. Ptikladem jsou

detektor

obrazky immunofluorescenéné _

v , s o . , rovina
znatenych  proteint v  lidskych saostieni
embryondlnich kmenovych buikach, preparét

které jsou vytvareny béhem jejich déleni
(obrazek dole uprostied) ¢1 spontanni diferenciace (viz obrazky vlevo
a vpravo dole). Ziskany obraz je zaznamenan pocitacem a postupnou
zmeénou zaostieni je ziskavana série obrazli z né€kolika rovin.
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Hlavni a z4sadni vyhodou konfokalni mikroskopie je pak moznost
prostorové rekonstrukce pozorovanych preparatd, kterd se vytvoii z
nékolika desitek az stovek optickych fezt jednim objektem (viz 3D
obrazova  rekonstrukce expanze a  distribuce neuralnich
progenitorovych bun€k v kolagenovych strukturach).

Prakticky priklad: Snimani bunééné kultury konfokalni
mikroskopii

Pomtcky: fluorescencn¢ znacené preparaty s kmenovymi bunikami

1) Umisténi preparatu do stolku LSCM, zaostieni , nastaveni
cilového mista

2) Volba vhodného zvétseni a tloustky zaostfené roviny

3) Nastaveni citlivosti detektorti pro kazdy fluorochrom

4) Stanoveni spodni a horni roviny skenované¢ho objemu a poctu
optickych fezli

5) Spusténi skenovani

6) Skladani nasnimanych obrazii, vytvotreni prostorové rekonstrukce
pozorovanych preparatl

W
Spontanni diferenciace
EKB

Spontanni diferenciace EKB

Mitoza EKB — mikrotubuly, (detail)
mikrofilamenta,
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Prakticky priklad: Pozorovani abnormalnich mitoz v lidskych
embryonalnich kmenovych buiikach.

Piespoletné centrozomy - akcelerator genomické instability
V kulturach lidskych embryonalnich kmenovych bunék

Praktickému uplatnéni lidskych embryonalnich kmenovych
bun¢k V regenerativni mediciné se stavi do cesty skuteCnost, Ze
béhem in vitro kultivace tyto buniky hromadi ,,spontanni‘ mutace,
jejichz vysledkem muze byt nadorova transformace. Genetickou
nestabilitu  buné¢k fady malignich nadord provazi vyskyt
centrozomalnich abnormalit. Centrozom piedstavuje mikrotubuly
organizujici centrum zivocisnych bun¢k a vykazuje dominantni vliv
na sestavovani mitotického vieténka. Pfed vstupem do mitozy
dochdzi ke zdvojeni centrozomu, coz zaruCuje striktni bipolaritu
bunééného déleni. Numerické aberace centrozomu maji za nasledek
nerovnomérné rozdéleni genetického materialu do dcefinych bunck a
mohou tak vyznamné pfispivat ke vzniku aneuploidie. Pfespocené
centrozomy se frekventné vyskytuji také u lidskych embryonélnich
kmenovych bun€k kultivovanych in vitro. Jimi iniciovana
asymetricka mitotickd déleni pfedstavuji rizikovy faktor zvySujici
chrozomalni nestabilitu kultury.

Cil: Vizualizace multicentrosomalnich mit6z (vice nez 2 centrozomy
v bunce) pomoci fluorescen¢niho barveni chromatinu a
imunodetekce ~ centrozomdlniho  proteinu  pericentrinu  a
mikrotubulaniho proteinu a-tubulinu.

Pomiicky a reagencie:

e Adheretni lidské embryonélni kmenové bunky kultivované na
miskach vhodnych pro zobrazovani ve vysokém rozliSeni
pomoci invertovaného fluorescenc¢niho mikroskopu.

e Reagencie pro fixaci — vychlazeny 95%ni etanol s1 %
kyseliny octové; 90%ni, 70%ni, 50%ni etanol, destilovana
voda
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e PBS fosfatovy pufr (pH 7,4), detergenty Tween -20, Triton
100, bovinni sérovy albumin (BSA).

e Protilatky: primdrni krali¢i protilatka proti pericentrinu,
Alexa Fluor 488 konjugovand sekundarni protikrali¢i
protilatka z koziho séra, Cervenym fluoroforem Dy547
primarné konjugovana protilatka proti c-tubulinu

o DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) — interkalacni
fluorescenéni barvivo.

e Montovaci medium Mowiol 40-88.

e Fluorescencni mikroskop vybaveny piislusnym filtrem pro
detekci fluorescence.

Postup:

Fixace kultivovanych bunék

1. Bunky fixujeme pfimo na specialnich kultiva¢nich miskach,
pfed vlastni fixaci rychle oplachneme PBS. Aplikujeme
fixatni Cinidlo, v pfipad¢ etanolické fixace jde o
vychlazenou smés 95%niho etanolu a 1%ni kyseliny
octové. Nechame fixovat 30 minut na ledu.

2. Poté buiky prevedeme do vodného prostiedi kratkymi (10
minut) oplachy v 90%nim, 70%nim a 50%nim etanolu a
nasledné rychlym oplachem ve vodé.

3. 3x promyt PBS, kazdy oplach nejméné¢ 5 minut.

Blokovani nespecifické vazby a permeabilizace
Fixované buiikky inkubujeme nejprve 15 minut v 0,1%nim
roztoku Triton 100, a pak 1 hodinu 0,05% roztoku Tween-20.
Detergenty zajisti snadnéjSi pristup protilatky k cilovym
epitopim. Soucasna piitomnost 1%niho bovinniho sérového
albuminu (1% BSA) omezi nespecifickou vazbu protilatky.

Aplikace primarni protilatky
1. Aplikujeme priméarni protildtku v patficném zfedéni.
Knepiimé¢  detekci  centrozomu  pouzijeme  kralici
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polyklonalni protilatku proti centrozomdlnimu proteinu
pericentrinu. Inkubujeme pies noc pti 4°C (v lednicce).

2. Nasledujici den 3x promyjeme PBS, kazdy oplach nejméné 5
minut.

Aplikace sekundarni protildatky

1. Kozi protilatku proti krali¢cim proteinim konjugovanou se
zelenym fluoroforem rozifedime v PBS, do né&jz jsme pfidali
Tween 20 (0,05 %). Inkubujeme 1 hodinu vtemnu na
pokojové teplote.

2. V ptipad¢ soucasného znaceni mikrotubull dé€liciho vieténka
pfiddme k protikralici sekundarni protilatce primarni
protilatku proti a-tubulinu, kterd je pifimo znacend Cervenou
fluorescencni znackou.

3. 3x promyjeme PBS s piidavkem Tweenu-20 (0,05 %), kazdy
oplach nejméné 5 minut. UdrZujeme v temnu!

:‘W? : . -
N . ,5%/,’,
' - interkala¢ni A

2 fluorescencni
7% & barvivo primarni
% P;: protilatka
o o
SR
Barveni chromatinu

1. Pro zviditelnéni jaderného materialu (chromatinu) pouzijeme
interkala¢ni  barvivo DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol)
vykazujici modrou fluorescenci. Rozfedime zasobni roztok
(Img/ml) 1:1000 v PBS a inkubujeme 5 minut v temnu za
pokojové teploty.
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2. 5x promyjeme PBS (pH 7,4) s prfidavkem Tweenu-20 (0,05
%), kazdy oplach 10 minut. Po celou dobu udrzujeme
v temnu!

Vyhodnoceni

1. Fixované a obarvené bunky montujeme do Mowiolu
40-88 a prilepime krycim sklickem. Nechame do druhého dne
polymerovat.

2. Pozorujeme pod fluorescencnim mikroskopem. Kolonie

vyhledame pfi zvétSeni 100X, jednotlivé mitézy pozorujeme pii

1000x zvétSeni.

3. Vysledky fotograficky zdokumentujeme.
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Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda, kterd dokaze meéftit vlastnosti
proudicich ¢astic - v nasem piipad€ bunék.

Principem je pruchod jednotlivych bunék tenkou sklenénou
kapilarou. Pfi pruichodu bunck kapilarou je kazda bunka ozéafend
laserem. Pokud je butika oznaCena fluorescenéni barvou, tato
fluorescenéni  barva  dokaze
emitovat svételny signal, ktery je | ¥ -
meéfen detektory. Na zédkladé
intenzity signalu (tedy mnozstvi
fluorescencni  barvy) mulzeme
urcit vlastnosti bunék. Vystupem
mize byt histogram, kde na ose
X je intenzita fluorescence a na
ose Y pocet bunék.

Ptiklad: ve zkumavce je suspenze bun€k, nékteré na svém
povrchu nesou specificky protein (fikejme mu proteinX). My
potiebujeme veédét, kolik procent bunc¢k v suspenzi ma na svém
povrchu tento proteinX. Do bunétné suspenze ptidame protilatku
snavazanou fluorescencni barvou. Tato znaCena protilatka se
specificky vaze na povrchovy proteinX, tim se fluorescencné oznaci
vSechny bunky, které maji na svém povrchu tento proteinX.
Nasledné suspenzi bunék zméfime na pritokovém cytometru. Jak
jednotlivé bunky prochézeji NI/
kapildrou, jsou  ozafeny i
laserem. Pokud mé burika na
svém povrchu proteinX a na

ném navazanou protilatku, protildtka € ———
dojde k emitaci svétla, které

je méfeno detektorem. Takto | povrchovy proteinX € ———
mizeme stanovit procentO
bunék Vv populaci nesoucich
na svém povrchu proteinX a burika €——
tim charakterizovat celou
bunécnou populaci.

6

Pocet bunék

102 [

100 10
Intenzita fluorescence

fluorescenénibarva € ——— .j

37



N

suspenze bunék
(nékteré maji na svém povrchu
proteinX s navazanou protilatkou)

detektor

kapilara

smeér proudicich bunék

Stanoveni exprese povrchovvch markeru lidskvch
embryonalnich KB metodou pritokové cytometrie

Lidské embryonalni KB maji na svém povrchu molekuly
(markery), které jsou charakteristické jen pro pluripotentni bunky.
Ztrata téchto povrchovych markerii mize znamenat diferenciaci
pluripotentnich bun¢k. Stanoveni pfitomnosti jednotlivych molekul
na povrchu bunék mize napoveédét, co se pravé odehrava v populaci
bun¢k.

Zjednoduseny postup:

1) suspenzi lidskych embryonalnich KB v promyvacim pufru
naiedime na koncentraci 5x10%/ml
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2)

3)

4)

5)

6)

k 100 pl bunééné suspenze piidame 100 pl primarni
protilatky v fedéni 1:10 a inkubujeme na ledu po dobu 30
minut

2x proplachneme bunky promyvacim pufrem (po kazdém
promyti stocit 800 ot./min po dobu 5 min)

k sedimentu piidat 100 pl sekundarni protilatky (konjugovana
S FITC - zelena fluorescencni barva) v fedéni 1:100 a
inkubovat 30 minut na ledu

2x proplachneme buniky promyvacim pufrem (po kazdém
promyti stocit 800 ot./min po dobu 5 min)

piidat 200 ul propidiumiodidu v koncentraci 10 pg/ml
(propidiumiodid slouzi k obarveni mrtvych bunék - mrtvé a
tudiz propidiumiodidem obarvené buiiky do experimentu
nebudeme zahrnovat)

7) méfit na prutokovém cytometru
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Zpusoby poznani biologie bunék na arovni exprese

jejich genu

Centralni dogma molekularni biologie (Crick,
1957) tika, ze bunécna DNA je kromé¢ replikace
sebe sama schopna tzv. genové exprese, na
jejimz konci je vytvotfeni funkéniho proteinu.
Termin genova exprese (,,vyjadieni®) tedy
jednoduse ftika, které geny jsou v bunkach
naktivni® — které jsou prepisovany do mRNA a
tvofi pak nésledn¢ proteiny. Exprese gent
probiha v kazdém zivém organismu a zahrnuje
dva hlavni d¢&je: transkripci a translaci.
Transkripce je piepis genetické informace
z molekuly DNA do RNA, pfi¢emz DNA slouzi
jako matrice pro syntézu RNA. Translace je pak
preklad genetické informace z RNA do sekvence
proteinu. Metody zaméfujici se na analyzu
genové exprese na urovni RNA se zabyvaji
zejména studiem transkripce DNA do mRNA a
naslednou analyzou jejiho mnozstvi.

Polymerazova retézova reakce v realném case
Podstatou polymerazové fetézové reakce (PCR)
je cyklicky probihajici enzymatickd syntéza
novych fetézci DNA za pomoci enzymu. PCR
byla objevena vroce 1985 Kary B. Mullisem,

ktery za ni v roce 1993 dostal Nobelovu cenu. Od roku 1985 vzniklo
mnoho desitek modifikaci PCR, jednu znich ptedstavuje PCR
vredlném case (Real-time PCR nebo také kvantitativni PCR).
Principem této metody je detekce fluorescence, kterd je piimo
umérna poctu cDNA (tedy poctu mRNA) molekul v reakci. To
znamend, ze ¢im vice mRNA builka exprimuje (tvoii), tim vice
fluorescence je vyzafeno. Tuto fluorescenci pak moZno piesné
kvantifikovat. Nedilnou soucasti PCR Vv realném case je piistroj
(termocycler), ktery je schopen fluorescenci v pribéhu celé reakce
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odecitat a zaznamenavat. Je tedy mozné zjistit, jak se 1iSi genova
exprese napt. u bun€k pfed a po indukci diferenciace, nebo u
pacientt pied a po 1écbé.

Postup pfi pripravé vzorku:

1)
2)
3)
4)
5)

izolace RNA z bunégk

ptepis mRNA do ,,complementary“DNA — cDNA

ptiprava reakéni smési pro PCR v redlném case
prubéh PCR v thermocycler-u
analyza vysledkl

Vystup z PCR Vv realném case:

100.000

Stinéar Catve

& | mnozstviDNA na
zacatku reakce
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DNA Microarrays

Dalsi metodou, kterou lze vyuzit k analyze (nejen)
genové exprese patiit DNA Cipy (neboli microarrays).
Predstavuji  ,,vysokokapacitni“ veédecky nastroj
fungujici na principu komplementarity nukleovych
kyselin. Kazda nukleova kyselina (oznacena
specifickou barvickou) je schopna parovat se
s vysokou pravdépodobnosti jen urcitou (komplemendarni) sekvenci
dalSich  nukleotidd.  Jednotlivé
komplementarni sekvence ke kazdé
mRNA jsou na Cipu umistény tésné
u sebe — na tzv. spotu. Proto tam,
" kde se na Ccipu bude nachazet
komplementarni sekvence k
dané MRNA, bude toto misto
fluorescen¢né svitit urcitou barvou.
Tam, kde se komplementarni sekvence k mRNA nenachazi, ziistane
misto prazdné (Cerné). Plati také, Ze ¢im vice mRNA v buiice je, tim
vic se ji na spot navaze a tim intenzivnéj$i bude svit konkrétni
barvicky.

Jako ptiklad uvazujme gen, ktery je zodpovédny za proces tvorby
neuronu (pf. transkripéni faktor Pax6). V nediferencovanych
lidskych KB se Pax6 bude exprimovat malo (bunky ho nepotiebuji,
proto neprobiha jeho transkripce), naproti tomu v diferencovanych
neuronech se Pax6 bude exprimovat hodné (nurony ho pro svou
funkci nevyhnutné potiebuji). Kdyz tedy specificky oznacime RNA
izolovanou z nediferencovanych KB zelen¢ a RNA izolovanou
z neuronti ¢erveng, misto na Cipu, které je specifické pro Pax6 bude
svitit Cervené, nebot” se tady s vétsi pravdépodobnosti navazalo vice
mRNA znacéené Cervené — tj. MRNA z neuront. Naproti mista, které
budou na Cipu svitit zelen€, reprezentuji geny potfebné pro udrzeni
nediferencovaného stavu lidskych embryonédlnich KB (pf. Oct4,
Nanog, Sox2 a jiné).

42



Postup: L

2

Izolace RNA
Prepis do ¢cDNA a barveni

—
RNA \—?7
Az
nediferencovanych >
lidskych
embryonalnichKB - :

—barveno zelené

RNA z neuralnich
prekurzoru
—barveno Cervené

3. Smichani vzorki v poméru 1:1
4. Naneseni (hybridizace)na ¢ip
5. Skenovani ¢ipu

N/

Skenovani Cervené
sviticich spotd

Skenovani zelené
sviticich spoti

Fuaze obrazu

@ O @
Lol

Exprese :
Vv ve vzorku Nezménéni Vy&si ve vzorku
nediferencovanych diferencovanych NP
KB
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