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Co jsou kmenové bunky?

- bunky schopné vlastni obnovy (sebeobnova)
- buriky schopné.davatvznik jinym typtm bunék
(schopnost diferenciace / rozrlizfiovani)
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a. Drosophila ovary
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d. Mouse subventricular and subgranular zone



Plivod kmenovych bunék

nervous tissue/NSCs
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skin/skin SCs

bone marrow and blood/HSCs and MSCs

mesoderm —E

muscle and bone/tissue SCs

lung, liver, and pancreas/organ specific SCs
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esophagus, stomach, intestine/intestinal SCs

= primordial germ cells
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Pluripotentni embryonalni kmenove

Inner cell

Fertilization
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Pluripotent
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Donovan 2001

Emb'i'y()r_laflni kmenoveé bunky (Embryonic stem cells — ES)
Embryonalni zarode¢né bunky (Embryonic germ cells — EG)
Embryonalni nadorové burnky (Embryonal carcinoma cells — EC)




Diferenciacni potencial
ES bunék odvozenych z vnitrni bunééné masy
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Verifikace kmenovych bunék
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- specifické znaky/markery a vlastnosti
- diferenciace in vitro
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Diferenciace ES /| EC bunek in vifro

kultivace

o0
o —~—
() ()

indukce .‘P‘ selekce
' 9 ——> @
".

Embryoidei téliska

a) Embryoidni téliska (Embryoid bodies

- EB)
+jednoduché, vice bunécnych typu i cttodem
+ tolerujici genotyp " Priitivi etoderm
¥ = $patné definované podminky Trofobiast __ Rathjen 1395/ Bilck 200:

b) V monovrstve
+ lépe definovné podminky
- mala vytéznost .
- silné zavislé na genotypu (mys)







Model pro studium vzniku a zachovani somatickych kmenovych bunéek
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Model pro studium vzniku a zachovani somatlckych kmenovych bunék
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Priklad signalni kaskady cytokinu na draze transdukce signalu interleukinu-6 (I1L-6) |

gene expression |

Heinrich 2003

JAK =Janusova kinaza (tyrosin kinaza)
STAT — transduktor signalu a-aktivator transkripce
(signal transducer and activator of transcription)



SHIN
m+ EPITHELIAL
_"RA DIFFERENTIATION

IMMLUNE m THYMUS
FUNCTION LYMPHOID
=1 ORGANS

HEPRODUCTION REPRODUCTION
SPEAMATD- EMBRYDRMAL
\ GEMESIS y DEVELOPMENT

Ross, 2000




=

% %

Kyselina retinova - RA

= velmi silny induktor

= pleiotropni pusobeni

Extrabunéény R(\ﬁttalmggl Cytoplazma
prostor

Retinol

Retinol
dehydrogenaza

Retinaldehyde

Retinal

arvans-Retinoic acid \ al-rans -Retin?ic acid

¢<s-Retinoic acid sos-Retinoic acid \

McCaffery a Driiger, 2000

ES/EC + EB + RA

=" bunky neuralni
* buniky Kosterni svaloviny a-adipocyty
* bunky srdecni a.-hladké svaloviny

nM.RA

" heuralni bunky (moteneurony?) '

ES/EC+ monovrstva + RA

" bunky primitivniho entodermu.




Serinové a threoninové zbytky fosforylované ( ) u RAR/RXR receptoru
ukazany jsou.i potenmonalne fosforylovatelné(©isia)® F
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~ AF-1 (A/B doména) — oblast regulujici aktivaci transcrlpce'~nezaV|s|'e na Ilg’andu JNK1 + JNK2

- QBQ_,(-C’domena) — DNA vazajici doména (DNA-binding domain) :
jBD/A‘F-Z (D/E doména) — oblast regulujici aktivaci translgn;lpce zavislé na ligandu



Systém pro detekci RA v burikach/tkanich - -
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Exprese a aktivita RALDH-2 v mozku
mysSiho embrya (16 dpc)

A) In situ hybridizace'mRNARALDH-2
B + C) RARE aktivita:(RARE-LacZ reporter)
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Relative luciferase activity

AG490 (uM)
LIF
RA

Relative luciferase activity
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Schematieky princip imunodetekce




Uéinek séra na RA indukovanou neuralni diferenciaci
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Leukemie inhibujici faktor (LIF)
posiluje RA indukovanou neuralni diferenciaci
EC bunék linie P19

Proliferace

Diferenciace
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Cytokine
Growth Factor Receptors AG490
Receptors Non-Receptor
Tyrosine Kinases

p38/INK
.ﬂ"’/

exprese a postranslacni modifikace
regulacnich proteinii

Bel-x, Cyclin D1,
c-Myc, p21WA¥

: Differentiation, Proliferation,
| Bowman 2000 Survival, Oncogenesis J
& transkripcni aktivita Stat-3 (reporter pAPRE-luc)
transkripcni aktivita AP-1 (reporter p3TP-Lux)
transkripcni aktivita RAR/RXR (reporter pRARER2-luc)




Detekce stupné diferenciace EC bunék indukovanych neuralnim smérem
(specifické protilatky)
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(specificke protilatky)




