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Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Co je to?

* kardiomyocyty vytvoreneé z lidskych pluripotentnich
kmenovych bunék indukovanych z jinych diferencovanych
bunék, obvykle z fibroblastl (kiize, mog)
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* kardiomyocyty vytvoreneé z lidskych pluripotentnich
kmenovych bunék indukovanych z jinych diferencovanych
bunék, obvykle z fibroblastl (kiize, mog)

Nejvhodnéjsi bunécny model ke studiu lidskych chorob!

e vyhody

neomezeny zdroj jakychkoliv specializovanych bunék

modelovani srdecnich (i jinych) geneticky
podminénych chorob v kultivacni misce

umoznuji charakterizovat biologické mechanismy,
které jsou podkladem lidskych chorob

vykonny model pro personalizovany skrining IéCiv
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Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Co je to?

* kardiomyocyty vytvoreneé z lidskych pluripotentnich
kmenovych bunék indukovanych z jinych diferencovanych
bunék, obvykle z fibroblastl (kiize, mog)

Nejvhodnéjsi bunécny model ke studiu lidskych chorob!

e vyhody

neomezeny zdroj jakychkoliv specializovanych bunék

* nevyhody

nezralé bunky, odlisSny fenotyp od adultnich bunék
liSici se bunécné charakteristiky diky rdznym
diferencia¢nim protokolim uzivanym v jednotlivych
studiich

naklady



Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Historie

e 2006 — Takahashi a Yamanaka odhalili, jak reprogramovat
diferencovanou burnku na pluripotentni (podobnou
embryonalnim kmenovym burnkam)

e 2009 — prvni popis kardiomyocytu odvozenych z hiPSC
(Zhang et al.)

* pokracovalo usili vyvinout protokol, ktery da vzniknout

velkému poctu kardiomyocytl odvozenych z hiPSC
(definované kultivaéni médium, specifické matrice, komercné
dostupna diferencia¢ni média, ...)

* v soucasnosti k dispozici pomérné jednoduchy a
chemicky definovany 3-krokovy protokol, ktery dava
r K vzniknout populaci bunék tvorené az z 80-90%
: % - kardiomyocyty



Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty —[Zralost]

e velmi dulezitd pro nasledné vyuziti bunék

e obecneé vykazuji nezralé znaky v:
- morfologii
- cytoskeletalnich proteinech
- organizaci

(chybéjici t-tubuly, dezorganizované sarkomery, nezralé hospodareni s Ca?*)

dospély lidsky komorovy KM KM odvozeny z hiPSC

: 20 pgm
Meijer van Putten et al., Front Physiol 2015; 6: 7



Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Struktura
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Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Struktura

KM odvozeny z hiPSC adultni KM potkana

Yang et al., Circ Res 2014; 114: 511-23
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Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Struktura

casny KM C40 % Multinucleation D o Sarcomere Length
odvozeny % p—
2 hiPSC . .
220 E17
pozdni KM 15
, 10 16
odvozeny .
z hiPSC 0 15
Early Late Early Late
E Cell Area F Circularity
2000 —— 05
1500 é 04
=03
"g 1000 2
302
-
0 0.1

\WPSARYKL S00 .
'y
' 0 0

] Early Late Early Late
Yang et al., Circ Res 2014; 114: 511-23

”
T
|-
\ >
Y
SIsNaNE®

5 K
c \
Yras WP



Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Zralost
e velmi dulezitd pro nasledné vyuziti bunék

e obecneé vykazuji nezralé znaky v:
- morfologii
- cytoskeletalnich proteinech

- organizaci
(chybéjici t-tubuly, dezorganizované sarkomery, nezralé hospodareni s Ca?*)

- exprese iontovych kanalu

SARY,
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Elektrofyziologické charakteristiky srdecnich bunék
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Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Funkce

Nodal-like

Atrial-like Ventricular-like

OmV — - —

Jouni et al., ] Am Heart Assoc 2015; 4: e002159



Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Funkce
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Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Funkce
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Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Funkce
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Uvod

Lidské odvozené kardiomyocyty — Zralost
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Uvod
Lidské odvozené kardiomyocyty — Vyuziti
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Vybrané studie pouzivajici
lidské odvozené kardiomyocyty

Modelovani dedicnych arytmii
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Syndrom dlouhého QT (LQTS)

Jervell A, Lange-Nielsen F. Congenital deaf-mutism, functional heart disease with
prolongation of the Q-T interval and sudden death. Am Heart J 1957,54:59-68.

Romano C, Gemme G, Pongiglione R. Aritmie cardiarche rare dell eta’pediatrica. Clin
Pediatr 1963;45:656-83.

Ward OC. A new familial cardiac syndrome in children. J Ir Med Assoc 1964;54:103-6.
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QTc (Bazett) = 530 ms
(http://bestpractice.bmj.com/best-practice/monograph/829/diagnosis/step-by-step.html; z osobni sbirky Dr. J.P. Dauberta)
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Dedicny LQTS
bilkovina iontovy proud | dysfunkce | poprvé popsano

KCNQI Kv7.1 J, Keating et al. (1991)
KCNH2 Kvl 1.l (hERG) i Curran et al. (1995)
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LQTS 9 CAV3
LQTS 10 SCN4B

LQTS 11 AKAP9

LQTS 12 NTAI - .
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O

edicny LQTS

s

A : podtyp bilkovina iontovy proud poprvé popsano
: LQTS | KCNQI Kv7.1 Ik l Keating et al. (1991)
LQTS 2 KCNH2 Kvll.l (hERG) I, N2 Curran et al. (1995)
LQTS 3 SCN5A Navl.5 Ing ) Woang et al. (1995)
LQTS4 P& Ankyrin B kotvici protein | Mohler et al. (2003)
(INaK’ I NaCa, INa)
LQTS S5 KCNEI minK Ik l Schulze-Bahr et al. (1997)
LQTS 6 KCNE2 MiRPI Ik, N2 Abbott et al. (1999)
LQTS 7 KCNJ2 Kir2.| I, \2 Plaster et al. (2001)
LQTS 8 CACNAIC Cavl.2 leat ) Splawski et al. (2004)
LQTS9 EKINE M-kaveolin '(‘,°t)v'°' protein Vatta et al. (2006)
Na
LQTS 10 SCN4B Navf.4 Ing T Medeiros-Domingo et al. (2007)
LTS 11 BYIY) Yotiao '(‘I°t)‘"c' protein Chen et al. (2007)
Ks
protein
LQTS 12 SNTAI ol -syntrofin sl () N2 Ueda et al. (2008)
AR, LQTS 13 EeNH Kir3.4 Iiqach N2 Yang et al. (2010)
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Modelovani LQT2

1.2' " N ’
08
04
Control FhiPS-CMs % 50 100
1
e M
Control UhiPS-CMs % @ 80
1
OSM
o0 200 400

Distance (pixel)

A561P-UhiPS-CMs

Jouni et al., ] Am Heart Assoc 2015; 4: e002159



Modelovani LQT?2

AS561P-UhiPS-CMs
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Whole Cell Patch Clamp

. patch clamp
sklenéna gigaseal pfi méfeni z
mikroelektroda celé bunky
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Modelovani LQT?2
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Modelovani LQT?2
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Modelovani LQT?2

600 ;

400 ;

APD (ms)

200 ;

[ Control UhiPS-CMs %
] A561P-UhiPS-CMs T
T
T
APD,, APD_, APD,,

c Control UhiPS-CM

Baseline
+E-4031 1pyM

A561P-UhiPS-CM

Baseline N
+E-4031 1uM

J

500 ms

Jouni et al., ] Am Heart Assoc 2015; 4: e002159



\)NlVERS/
Ry G
¢

- w
? (A £
< ®
Ak %Q,
SISNING

Vybrané studie pouzivajici
lidské odvozené kardiomyocyty

Farmakologickeé studie



Mitragynin

* hlavni bioaktivni slouc¢enina v extraktu z list

rostliny Mitragyna speciosa (Kratom)
(Iécivy rostlinny stimulant s efekty podobnymi opioidim; [écba
chronické bolesti a symptom z odnéti opioidu)

e popsany smrtelné prihody asociované se zastavou
srdce

* inhibice I, pozorovana v KM odvozenych z hiPSC
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Mitragynin

* hlavni bioaktivni slc
rostliny Mitragyna .
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Mitragynin

Paced APs (1 Hz)
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Nefazodon

e antidepresivum druhé generace

e stoupa pocet studii poukazujicich na pochybnosti
ohledné bezpecnosti pouziti (arytmie)

* inhibice I, pozorovana v KM odvozenych z hiPSC
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Lee et al., Toxicol Appl Pharmacol 2016; 296: 42-53



