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Kmenové buňky: definice a kritéria
1. Co je to kmenová buňka?

Buňka, která má a)schopnost replikace v původní podobě beze změny svých
vlastností (fenotypu) – „SELF-RENEWAL“

b)trvalou nebo dlouhodobou KAPACITU DIFERENCOVAT
do různých buněčných typů

Dle původu jsou kmenové buňky označovány jako
a)embryonální
b)fetální
c)dospělé (orgánové, tkáňové)

transientní populace

Dle diferenciační kapacity existují kmenové buňky
a)totipotentní
b)pluripotentní
c)multipotentní
d)oligopotentní
e)unipotentní

U dospělých jsou KB zdrojem obnovy všech orgánů a tkání!!!



2. Proč je znalost biologie KB tak důležitá pro medicínu?

• pochopení mechanismů řídících proliferaci a diferenciaci KB je klíčem
k léčbě nádorových onemocnění !!!

• možnost manipulovat s KB in vitro, případně řídit/kontrolovat jejich
proliferaci a diferenciaci je základním předpokladem buněčných terapií !!!

norma kumulace abnormalit nádor

!

?



3. Replikační kapacita KB in vivo a in vitro

Replikační kapacita = počet zdvojení populace KB

IN VIVO 
Dospělé KB -s výjimkami po celou dobu života

IN VITRO
Embryonální KB -neomezeně
Neurální KB -neomezeně
Ostatní dospělé KB -několikrát

Somatické buňky 20-50x
Transformované buňky neomezeněPro srovnání →



3. Klonalita KB – „self-renewal“
Klonalita KB = nejdůležitější vlastnost KB; schopnost dávat vznik

identickým dceřinným KB 
Symetrické dělení Asymetrické dělení

Kombinace – např. neurální KB se dělí symetricky i asymetricky

Buněčná smrt
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Embryonální KB Fetální a dospělé KB (s výjimkami)



4. Diferenciační kapacita KB - teorie

Diferenciační kapacita různých
typů KB klesá během vývoje

Embryonální KB jsou pluripotentní MAPC jsou multipotentní

HSC jsou multipotentní

ES = embryonální KB
MAPC = multipotentní dospělé progenitorové buňky
HSC = hematopoetické KB

Nové objevy však ukazují na
něco jiného !!!



4. Diferenciační kapacita KB - praxe

totipotence → pluripotence → multipotence → oligopotence → unipotence

zygota embryonální KB hematopoetické KB gastrointestinální KB KB prostaty

CFU-GM

CFU-E  &  BFU-E

CD34 →

→

neurony

nediferencované buňky



Původ a derivace kmenových buněk

1. Historie embryonálních a hematopoetických KB

1855 Virchow „omnis cellula e cellula“

1917 Pappenheim KB v krvi

1950-75 kolektiv přenosy jader a rozdílná reprogramační kapacita

1961 kolektiv in vitro Colony-Forming Assay (CFA)

1970 kolektiv embryonální karcinomové buňky (EC buňky)

1981 kolektiv myší embryonální KB (mES buňky)

1980-X kolektiv různé dospělé KB

1998 kolektiv lidské embryonální KB (hES buňky)



2. Izolace/derivace KB

Hematopoetické KBEmbryonální KB

Blastocysta +ZP Blastocysta -ZP ICM 24 hodin

ICM 7 dní ICM 10 dní = první pasáž

A B C

D E F

3 dny po pasáži

• „niche“ (hnízdo) KB
• mobilizace KB
• buněčné třídění

Buněčná linie!!! Buněčná subpopulace!!!

CD34+

CD133+

c-kit+

HLA-DR-

CD38-

CD71-

CD45-

X



Dospělé KB a jejich „niche“
Obecná struktura a funkce „niche“

Hematopoetické KB v kostní dřeni

1-7 = signály kontrolující prostředí „niche“
8 = adhezní molekuly napomáhající přežívání

hematopoetických KB

Hierarchie KB v jejich „niche“ (epiteliální KB GI)

TA = tzv. „transient amplifying“ buňky

Signály definující „niche“ intestinálních KB
a regulují jejich proliferaci a diferenciaci
- Wnt, BMP, Notch, Ihh

„Niche“ je soubor podpůrných buněk,
extracelulární matrix a signálních molekul



Charakterizace KB – příklad 1
Růstové charakteristiky, morfologie a systém proteinových, cukerných

a genových markerů definují typ/stav KB

Nediferencované lidské embryonální KB Diferencované lidské embryonální KB

Oct4

CCTL9  MEFs

AP SSEA-4/PI 8 days 

Linie CCTL12 Linie CCTL14

8 days 

15 days 15 days 

5 + 10 days 5 + 10 days 

Thy-1/PI

TRA-1-60/PI

TRA-1-81/PI

TRA-2-54/PI

SSEA-1/PI

SSEA-3/PI



Charakterizace KB – příklad 2
Průtoková cytometrie a membránové markery lidských embryonálních KB
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Antibody Code Antigen Comment
A2B5 01 GT3 Ganglioside glycolipid
B159 02 NCAM

GCTM2 03 GCTM2 Keratan Sulphate related*
GCTM343 04 GCTM343 Keratan Sulphate related*

MC480 05 SSEA1
MC631 06 SSEA£

MC813-70 07 SSEA4
TG30 08 CD9
Thy-1 09 THY1
W6/32 10 HLA-A,-B-,-C

TRA-1-81 11 TRA-1-81 Keratan Sulphate related*
TRA-1-85 12 Ok(a)
TRA-2-49 13 L-ALP
TRA-2-54 14 L-ALP
VIN2Pb22 15 GD2 Ganglioside glycolipid
VINIS56 16 GD3 Ganglioside glycolipid
TRA-1-60 17 TRA-1-60 Keratan Sulphate related *

P3X control

* GCTM2, GCTM343, TRA-1-81 and TRA-1-60 recognise a family of related high
molecular weight glycoproteins, carrying keratan sulphate.
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In vitro diferenciace lidských 
embryonálních KB – současné pokroky

• Neurony, astrocyty, oligodendrocyty
• Kardiomyocyty
• Endoteliální buňky
• Pankreatické β buňky
• CD34+ hematopoetické progenitorové buňky
• Antigen-prezentující buňky a NK buňky
• Buňky plicního epitelu
• Osteoblasty
• Hepatocyty
• Melanocyty
• Buňky prostaty

Vývoj účinných diferenciačních protokolů



Příklad:
In vitro diferenciace hematopoetických buněk

Embryonální KB

OP9 stromální buňky

Mezodermální buňky

Hematopoetické progenitory

Zralé krevní buňky

D0

D5

D8

D14Časná hematopoéza
Diferenciace hematopoetických KB
Diferenciace B buněk
Diferenciace osteoblastů

Knock-out/Knock-in
Analýza genové exprese

Hematopoetické progenitory pro transplantace???



Použití lidských embryonálních KB

•Studium vývoje člověka na buněčné a molekulární  
úrovni

•Nádorová biologie – nádorové KB
•Tvorba modelů různých onemocnění
•Studium „genových cílů“ pro nová léčiva
•Testování léčiv, teratogenních a toxických sloučenin
•Studium mechanismů regenerace tkání
•Buněčná terapie



Vývoj pro buněčnou terapii

Krok 1
důkladná charakterizace a srovnání 
všech existujících linií lidských 
embryonálních KB !!!

1st ISCI meeting, August 4-6, 2005,
Bar Harbor, Maine, USA

a mnoho dalších úkolů…



Např. vývoj nových kultivačních systémů pro KB

Funkční hydrogely jako nosiče
embryonálních KB a prostředí
pro jejich diferenciaci



Nové objevy v oblasti KB
2006 - populace velmi malých buněk v kostní dřeni, které se podobají embryonálním KB

Sca-1+ lin- CD45- buňky jsou asi 2-4µm velké

SSEA-1

Oct-4

Nanog

a které mají morfologii a markery nediferencovaných KB

DAPI

DAPI

DAPI

!

Sca-1+ lin- CD45+ hematopoetické buňky jsou asi 8-10µm velké

Ratajczak a kol., 2006



a diferencující in vitro do kardiomyocytů, neurálních a pankreatických buněk

SSEA-1

GFP

α aktinin troponin I

O4 nestin

β-III tubulin c-peptid

DAPI DAPI

DAPI

DAPI

DAPI

DAPI
DAPI

neurosféry ???
embryoidní tělíska ???

Ratajczak a kol., 2006multiliniová diferenciace !!!



Základní terminologie v oblasti KB:
•Totipotence- schopnost diferencovat do jakéhokoliv buněčného typu, včetně zárodečných buněk

a trofoblastu; absolutní „univerzálnost“ (oplozené jednobuněčné embryo – zygota)

•Pluripotence- schopnost diferencovat do mnoha buněčných typů s výjimkou trofoblastu (?) 
(embryonální kmenové buňky)

•Multipotence- schopnost diferencovat do mnoha buněčných typů v rámci jedné tkáně nebo orgánu
(např. hematopoetické KB)

•Oligopotence- schopnost produkovat více než jeden typ zralých buněk (např. myeloidní progenitory)

•Progenitorové buňky-termín často zaměňovaný s termínem KB; označuje buňky vzniklé z KB, které mohou
pouze diferencovat ale nemají schopnost „self-renewal“

•Buněčná linie buňky které mohou být udržovány a množeny in vitro a jsou imortalizované
(nesmrtelné) nebo vykazují neomezeně dlouhou životaschopnost (nádorové linie,
embryonální KB) 

•Plasticita- termín používaný pro vyjádření schopnost KB vytvářet specializované
buňky různých tkání a orgánů

Transdiferenciace- schopnost určitých buněk jednoho orgánu nebo tkáně, včetně KB nebo progenitorů
diferencovat do buněk typických pro jiné orgány nebo tkáně (např. hematopoetické
KB – kardiomyocyty nebo hepatocyty)

•Knock-out- technika molekulární genetiky sloužící pro inaktivaci (umlčení) genu, většinou homologní
rekombinací

•Knock-in- technika molekulární genetiky sloužící pro vložení genu do buňky



Prezentace přednášky bude přístupná na:

https://is.muni.cz

Studijní materiály

Biologie - přednášky (jaro 2006)

https://is.muni.cz/
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