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Déleni bunék (proliferace)

@

Symetricky — vznikaji dvé identické buriky @ —
Diferenciacni déeleni — obé nove vzniklé bunky maji i novy fenotym, jsou dalSim

stupném v dané diferenciacni linii

@

Asymetricky — jedna si zachovava puvodni fenotyp, druha je jiz jina

@

 —

@

Diferenciace (rozruznovani) bunék

- Bunky méni svuj fenotyp v na zakladé zmény exprese svého genotypu v dusledku vnéjSich signald.
- Regulace diferenciace je Casto provazana s proliferaci (epigenetické zmény v jadre béhem mitotického cyklu?).

Kmenova bunka

_ e e Prechodnél/transientné Terminalné
aktualni <-> potencionalni

se délici buriky (Progenitory)* diferencovana bunka**

** Post-mitotické buriky = uz se nikdy nedéli.
* Casto proliferuji a maji schopnost Ne vSechny terminalné diferencovaneé buriky
kratkodobé sebeobnovy. jsou post-mitoticke.




Z hlediska schopnosti tvorit dalsi bunécné typy se bunky déli na:

Totipotentni — mohou z nich vznikat vSechny buriky daného zivocisného druhu

Pluripotentni — mohou dat vznik vSem burikam budouciho jedince (vSechny tfi zarodec¢né listy)

Multipotentni — muze z nich vznikat vétSi poCet bunécnych typu dané bunécéné rady

(Oligopotentni — podobné jako multipotentni, ale méné typu)

Unipotentni — davaji vznik jen dvéma typum bunék

Nullipotentni — mohou se pouze délit, neméni fenotyp

totipotentni pluripotentni, multipotentni, ....

bunky

bunky




Totipotentni bunky

- 1- az 8-bunééné embryo (= Embryonalni nespecifikované - pouze savci)
- Omezené moznosti déleni (neprobiha transkripce; mys 2/4 b., Clovék 8 b.)
- Existuji pouze prechodné

Ztrata totipotence v priibéhu ¢asné embryogeneze
- vznik nerovhomérnych podminek pro rust bunék
- tento proces je ireverzibilni
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Déleni bunék 2-bunééného embrya, urceni polarity a jeji vliv na dalSi osud blastomer
Magdalena Zernicka-Goetz 2006

ME

807% of all embryos

M — meridialni / E - ekvatorialni




Orientace blastomer 4-bunééného embrya

a jeji vliv na zachovani absolutni totipotence

téchto bunék

still permits
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Pluripotentni bunky (savci)

a) In vivo: bunky vnitini bunééné masy
bunky epiblastu / primitivhiho ektodermu
kmenové buriky teratomu (??7?)
(somatické kmenové bunky?)

b) In vitro: embryonalni kmenové burky
embryonalni zarodeéné bunky
embryonalni nadorové bunky
(kmenové buriky teratomu)
(somatické kmenové bunky?)

Kmenove bunky mohou byt pluripotentni, multipotentni,...
ale pluripotentni nebo multipotentni bunky nemusi byt kmenove.
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KMENOVE BUNKY

- Schopnost sebeobnovy = self-renewal
- Schopnost davat vznik jinym typim bunék = pluripotence / multipotence / .....

- SpoleCné znaky s embryonalnimi a nadorovymi bufikami, nezraly fenotyp /

relativné nediferencované (= dlouhé telomery / vysoka aktivita telomeraz, specifické
proteinové markery, velky jadro / plasmovy pomeér,...)

= VYHRAZENE (PROFESIONALNI) KMENOVE BUNKY

- Nékteré somaticke, terminalné diferencované buriky si zachovavaji schopnost
sebeobnovy a v pripade potreby i multipotence, normalne jsou ale quiescentni
(spici)
= FAKULTATIVNi KMENOVE BUNKY

- Nékteré diferencované bunky si také dlouhodobé zachovavaji schopnost
proliferace, sebeobnovovani a podileji se tak na udrzeni homeostaze v tkani
= Sebeobnovujici se diferencované bunky




KMENOVE BUNKY PRIMARNI = existuji ,in vivo*

- davaji vznik bufikam dané bunécné struktury / tkané / organu / (organismu)

- relativné pomala proliferace

- jsou nejCasteji multipotentni, snad nekteré i pluripotentni Ci unipotentni

- jsou zakladnim zdrojem bunék pro regeneraci organismu a homeostazi

- maji schopnost sebeobnovy (self-renewal) = in vivo asymetrické déleni

- s vekem jich ubyva, ale pravdepodobné nikdy behem zivota jedince uplné nevymizi

profesionalni SC
- v tkani jsou lokalizovany ve specifické oblasti, ,niche” (koutek)
- maji spolecné znaky s embryonalnimi a nadorovymi bunkami = dlouhé telomery,

specifické proteinové markery, velky jadro / plasmovy pomeér,...
- 77?7

Somatické kmenové bunky

Zarodecné bunky




KMENOVE BUNKY ODVOZENE/SEKUNDARNI = existuji jen ,in vitro*

- jsou pripravene z populaci pluripotentnich embryonalnich bunék, ze
zarodecnych bunék, nebo z progenitord embryonalnich a dospélych tkani

- relativné rychle proliferuji

- nekteré jsou multipotentni (z embryonalnich a dospélych tkani), nekterée
pluripotentni (embryonalni ptvod)

- mohou byt zdrojem bunék pro regeneraci organismu

- maji schopnost sebeobnovy (self-renewal) = ,asymetrické/symetrické” déleni

- maji spolecné znaky s embryonalnimi a nadorovymi bunkami = dlouhé telomery,
specifické proteinové markery, velky jadro / plasmovy pomeér,...
_27?

Embryonalni kmenové bunky

-> odvozené z vnitfni bunécné masy
(Kmenové bunky epiblastu)

Embryonalni zarodec¢né bunky
-> odvozene z primordialnich zarodeC¢nych bunéek

Embryonalni nadorové bunky
-> odvozené z kmenovych bunék teratomu

Somatické kmenové bunky odvozené
-> odvozene ze somatickych kmenovych bunék




Vybrané signalni drahy

Signalni draha LIF (leukemii inhibujici faktor) -> gp130 signalling
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Evoluéné se zda, Ze tato draha hraje dulezitou ulohu v regulaci pluripotentnich
a snad i multipotentnich bunék u zivocichl obecné (prokazano i u Drosophily)




Vyznam gp130 signalizace v pribéhu embryogeneze

ES cells

A Boiani & Scholer 2005




Signalni draha FGFs (Fibroblastové riistové faktory) |

\\nucleus /- Bottcher a Niehrs, 2005




Signalni draha TGF[(3 / BMPs

(Transformujici rastovy (growth) faktor [3
kostni (bone) morfogenetické proteiny)
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CROSSTALK FGF & TGF3 DRAHY TRANSDUKCE SIGNALU
Potlaceni sérového BMP pfidanym FGF-2 => inhibice diferenciace hES

FGF, IGF Massague, 2003
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Signalni draha Wnts

http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html
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Signalni draha Hedgehog
sonic hedgehog (Shh), Indian hedgehog (lhh)
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Signalni draha Notch |
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Brennan 2003

a) klasicka draha signalni transdukce Notch, po navazani ligandu (DSL rodina = Delta,
Serrate, Lag-2; Jagged) dojde k odstépeni extracelularni ¢asti receptoru a nasledné
I intracelularni (NICD — Notch intacellular domain), ta translokuje do jadra a v dimeru
s CSL (= CBF1 — Cp binding factor 1) aktivuje transkripci.

b) draha snad aktivovana dosud neznamym faktorem, kdy dochazi k aktivaci proteinu
Deltax, ktery pak inhibuje JNK a CBP/p300 aktivitu.




Signalni draha Notch
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Signalni draha jadernych receptort obecné
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| Signalni draha jadernych receptoru

- jJjaderné (nuclear)
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Pluripotentni, odvozené kmenové bunky ‘
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Embryonalni kmenové bunky (Embryonic stem cell — ESC)
Embryonalni zarodecné bunky (Embryonic germ cell — EGC)

Embryonalni nadorové buriky (Embryonal carcinoma cell — ECC)

Kmenoveé bunky epiblastu (Epiblast stem cell — EpiSC)
Early-primitive ectoderm-like - EPL




Embryonalni kmenoveé bunky
(Embryonic stem cell)

ESC

- jsou odvozené z vnitrni buneéné masy blastocysty

- fenotypem odpovidaji priblizné bunkam vnitrni bunééné masy (mESC,
ICM - inner cell mass) nebo epiblastu (hESC, EpiSC)

- jsou pluripotentni

- pfirozené neexistuji, pouze in vitro

- jsou nesmrtelné

- maji schopnost si udrzet stabilni genotyp (!?)

- po injikaci do imunitnée tolerantniho organismu tvori teratomy
(dukaz pluripotence)

- po injikaci do blastocysty maji schopnost tvorit kompletni chiméry
(znamo jen u mESC, dukaz pluripotence)




Ontogeneze a diferenciaéni potencial bunék vnitrni bunééné masy
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Izolace mysich ES bunék

6-8 ddnu IVF

3,5 dni p.c.

Q0 s 0269 B ,»

Upraveno podle Kroupova 2004
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4-5 dni
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Fibroblastova vyzivna vrstva
»feeder“- tvorena MEF

Odstranéni
PEF

Homogenni populace ES bunék




TERATOM

Nador, ktery obsahuje buriky vice jak jednoho zarodecného listu, vétSinou
vSech tfi. Tyto bunky mohou byt fenotypu od ¢asnych stadii az po
terminalné diferencované

Teratomy jsou typické nadory puvodem ze zarodecnych bunék (ovarialni a
testikularni teratomy. Teratomy jsou jak benigni, tak maligni

(teratokarcinom)

Kmenove bunky teratokarcinomu = embryonalni nadoroyé bunky 4 4
(Embryonal carcinoma (EC) cells) &

CHIMERA

Organismus je smési geneticky odliSnych bunék / tkani / organu

Chimericti jedinci vznikli injikaci ES bunék (darce) do blastocysty (prijemce)
Jsou smeési geneticky odliSnych bunék na trovni vSech tkani, a tak také vytvari
pohlavni bunky s genotypem jak darce, tak prijemce!




Rust a kultivace ES bunék

| PROLIFERACE — DIFERENCIACE - APOTOSA

Existence a charakter ES bunék je udrzovan kombinaci uéinku vnéjSich
(extrinsic) a vnitfnich (intrinsic) faktoru. VnéjSi faktory si ES bunky ¢astecné
syntetizuji samy, ale ve vetsi mire musi byt dodavany. Vyznamnym zdrojem téchto
faktoru je vyzivna vrstva na které se ES buriky kultivuji = FEEDER. Vnitfni faktory
si ES bunky nesou jako pozUstatek svého embryonalniho puvodu.

FEEDER

- vyZivna vrstva = zdroj rustovych faktoru (cytokiny, ECM, ..) a vhodny podklad

- nejCastéji se pouzivaji mysi embryonalni fibroblasty (13d p.c., MEF (PEF))

- bez ,feederu“ z MEF = definované podminky, ale horsi ES buriky

- tendence pouzivat druhoveé identické MEF = snizeni rizika pfenosu vird, ...

- MEF Ize nahradit i jinymi typy fibroblastu pfipadné jinymi burfikami

- MEF Ize CasteCné nahradit komponenty ECM, specifickymi cytokiny a pridavky,
matrigelem, ..., obecné definovanéjSimi preparaty

Dulézitou komponentou kultivacniho média pro ES jsou také nedefinovane faktory sera,
které Ize nahradit dodavanim specifickych rtstovych faktorti. Casto se také pouziva
tzv. Serum-replacement = Iépe definovana nahrazka séra (patentované slozeni).




Obecny model inhibice diferenciace ES bunék

- ES bunky spontané diferencuiji, v kulture je tfreba této diferenciaci zabranit

- diferenciace je ¢asto spojena s apoptoézou

- vhodnymi kultivaénimi podminkami, Ize diferenciaci inhibovat

- faktory inhibujici diferenciaci ES bunék se ¢astec¢né lisi u raznych druhu,
ale existuji vyjimky i v ramci jednoho druhu!

‘ ? auto- a parakrinné pusobici factory

ektoderm

mezoderm
+

entoderm (vyzivna vrstva)




Model inhibice diferenciace mysich ES bunék

<) FGF-4, Wnt

mezoderm
+ ektoderm
entoderm ;BMP'”

- existuji i linie mES bunék nezavislé na LIF

- zda se, ze z LIF zavislé linie, 1ze vyselektovat LIF nezavislou (!?)

- mES buriky péstované bez ,feederu” ztraci schopnost tvorit chiméry in vivo
- nékteré linie nelze bez ,,feederu” péstovat viibec

—vlastnosti mES bunék jsou ovlivhény genotypem imbredniho kmene mysi
Z kterého byly izolovany!

LIF — leukemia inhibitory factor FGF-4 — fibroblast growth factor

BMP-2,4,12 bone morphogenetic protein 2,4,12 SR — serum replacement
FCS — fetal calf serum
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Model inhibice diferenciace lidskych ES bunék

3 ? 2, Wnt, FGF-2, IGF

mezoderm FGF-2 Activin/Noda
+ Noggin ektoderm
entoderm Wnt
FCS?

+
MEF (feeder) nebo matrigel

FCS — obsahuje jak difereciaci indukujici, tak diferenciaci inhibujici faktory. Kvalitu
FCS také ovlivnuije titr protilatek a slozek koplementu. FCS se liSi mezi jednotlivymi
Sarzemi = je tfeba je testovat. Lépe je pouzivat nahrady FCS se snizenou
koncentraci negativné pusobicich latek na kultivaci ES bunék, napf. Serum-
Replacement ( fy. Invitrogene-Gibco)




Vnitrni faktory charakterizujici / regulujici ES bunky
(pluripotentni embryonalni bunky)

Oct-4 (Oct-3/4, Oct-3, Poub5f1 — master of pluripotency)

- transkrip¢ni faktor, homeoprotein

- exprimuje se jiz u 2/4 (mysS — aktivace transkripce) bunécného embrya

- ve stadiu blastuly je jeho exprese vyrazné zvySena

- ve stadiu blastocysty je pouze v bunikach ICM

- pozdéji jeho exprese vymizi, zachovava se pouze v PGC (a pozdégji v zarodecnych
bunkach), nizka exprese se predpoklada i v somatickych kmenovych bunkach ?!?

- nebyl nalezen u kurat

- reguluje expresi FGF-4 (Oct-4/Sox-2), PDGFa, ....

- v prubéhu diferenciace za snizeni jeho exprese odpovida GCNF( germ cell nuclear

factor, RA (retinoic acid),...

- V primitivnim ektodermu je exprese Oct-4 podporovana LRH-1 (liver receptor
homologue 1)

Nanog

- transkripCni faktor, homeoprotein

- jeho exprese vede k udrzeni vysoké hladiny Oct-4
- objevuje se jiz ve vnitfnich bunkach moruly

Sox-2

- Transkrip€ni faktor Sry-rodiny (sex-determining region Y protein)
- Kooperuje s Oct-4 na vlastni expresi

- V pribéhu indukce neuralni diferenciace se jeho exprese zvySuje




Regulace transkripce faktory Oct-4, Nanog a Sox-2

Predpokladany model vzajemné regulace exprese FoxD3,
Nanog a Oct-4 u mES. FOxD3 neni exprimovan u hES.

Vzajemna regulace Oct-4 a Nanog neni dosud plné objasnéna.
Je vSak jiz jasné, ze Oct-4 fidi transkripci Nanog pfimou vazbou
v jeho promotoru (spoleC¢né se Sox-2), jak u mES tak hES.

Pro self-renewal ES bunék je kliCcové zachovat rovnovahu

v hladinach Oct-4 a Nanog (viz. vyse).
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Model vzajemné regulace Oct-4, Nanog a Sox-2 a nékteré
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Ztrata pluripotence u ES bunék v dusledku
deregulace rovnovahy mezi hladinou Oct-4 a Nanog
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ES BUNKY

a) mysSi ES (mES) X b) lidské ES (hES)
(LIF / gp130*/ STAT3 dependent) (LIF / gp130*/ STAT3 independent)

Toto rozdéleni je pravdépodobné dano moznosti nékterych zivocisnych druht mit
skrytou brezost ve stadiu blastocysty (embryonalni diapauza).

v v

T SMADFAST | | NANOG | FRE |
u @IJ | OTHER

' ﬂ Target genes

- | Feedvack | Heterochronic genes
Methylation
FoxD3 Tes /Ut Hsitone acetylation
FGF4, PAX, Sox, nodal, M-mactivation
lefiv, TDGF, Inhibition of differentiation
Telomerase and immortality genes
Eb and cell cyele

Inhibiton of positional genes (Hox)

Rao, 2004




Signalni draha gp130 ->-> STAT3 ve vztahu k pluripotentnim bunkam u ¢lovéka a mysi

mESC

IIIIIIIIIIIIIIIIII>

PGC (h/m)

IIIIIIIIIIII*

EGC (h/m)

.
.
.
RS
—_— ] | [ | | _— | — | [ ] — — -
* ~
0. \ . .
gp130 signalling
mEp|SC ) dependent
embryonalni diapauza (mys / Iasicoviti) \
°
°
\ . \
° |
2-cell 8-cell 32 to 64-@ll )
Blastocyst E:}?;’::mm ‘
- 0““\4 - Vd
A — s co vicors \ somatické SC ??
q‘ﬂj Mass (ICM) m
Bias_rwcelic ; -_"ees e .- - e S s e .
l / ool Cavity Parietal
® Trophectodemm Endoderm
°
Fertilized 4-cell 16-cell °
Egg Morula ® Polar
-~ Trophectoderm
( o Primitive
1 L) Ectoderm
° (Epiblast) Primitiva
3 ° Primitive Streak
® ¢é‘3?§.f‘.§$, Etoa_\mniuuc
° Mural avity
} } } } — o} jIrophecodenn 4 } pluripotent multipotent a méné
o 1 2 3 o 5 3 7 Days
°
t Pt f f l f
Fertilization Zygolic  General Compaction Implantation Begin Gastrulation
Gene Genomic Random
Activation Deémethylation Cavitation Hatching g::g.:;‘c X-inactivation
(ZGA) Paternal Methylation
X-inactivation i
i mouse




Signalni draha TGF / BMPs |

Ligand Type TR TypelR R-Smad

BMPR-II ALK2 P
- hES / mEpisc
BMP == | ActR-Il |=P> | ALK3 | =—P>
ActR-1IB ALK6
TGFp == | TGFRR-Il | ==pp- / l
ALKS5
\ Nucleus
ActR-II
- mES
pon =~ > [ra] S e
ActR-1IB

Criptn
Nodal|" (rpGF1)




Nékteré charakteristické znaky mysich a lidskych ES bunek

Mouse ES Human ES

Alkgline Phosphatase i+ 2
SSEA-1 + —
SSEA-3 = +
SSEA-4 — +
TRA-1-60 ~ +
TRA-1-81 ~ +
OCT 3/4 + +
SOX 2 4 +
REX | + *
TERT + +
FGEA4 + +
UTF-1 + +
FOXD3 + =
CX45 # ca
CX43 + *
BCRP-1 + +
LIFR +

gp 130 ¥ @
STAT3 + *
Nanog % *




Table 1| The best-characterlzed ESC markers*

Undifferentiated state marker

Cell-surface and nuclear antigens

SSEATY

SSEAL/4

TRA1-60/815

TRAZ-54

GCTM-28

TG34.3%

TG30!

CDa

CD1.33/prominin

DT

MANCG

SOx2

Enzymatic activities
AP

Telomerase

In vitro culture requirements
Feeder-cell dependent
LIF dependent

FGF4

Growth characteristics
Ability to form trophoblast
Teratoma formation in vivo

Growth characteristics in wiro

Ability to form germ cells in vitro

Mouse

+ + + + + -2

+

+

Form tight, roundad,
multi-layer clumps;
can form EBs

+

Human

+ + 4+ + + 4+ + 4+ o+ o+ o+

+

+
+

Faorm flat, looze
aggregates, can
form EBs

MH

1Glykolipidy, § Keratan chondroitin sulfat
proteoglycan, 'Tetraspannin transmembranové
proteiny, AP — alkalicka fosfataza,

EB — embryoidni télisko, ESC — embryonalni
kmenové bunky, SSEA — vyvojové specificky
embryonalni antigen (stage-specific embryonic
antigen), TRA — antigen odmitnuti nadoru
(tumor-rejection antigen), NR — nestudovano
(not reported)




Histone methylation
H3KAme3 Kmenové bunky epiblastu — EpiSC (Epiblast stem cell)
H3K27me3 Brons, 2007 & Tesar, 2007
mESC (&
EpiSC C_D
hESC CI>_,, Stella EpiSC
- neintegruji se do moruly a blastocysty => rozdil s mES
- netvori kompletni chiméry
E”Egg 8 - nebyla detekovana aktivni alkalicka fosfataza (AP)
hFIJEISC G (mES, hES, EC, EG, PGC, maji aktivni AP)
—— Nanog - EpiSC éasteéné vysvétluji rozdily mezi mES a hES
I
mESC (D LIF 1 Activin/Nodal
Ectod
Eh*ggg O: JAK/STAT3 |  SMAD2/3 ctoderm
—— B2
' Mesoderm
Genes bound by Oct3/4 JAK Inh.!
|
mESCs | —>» O
mESC <__ : Endoderm
hESC % I
[
w i Germ cells
EpiSC Kmenové bunky epiblastu — EpiSC (Epiblast stem cell)

Brons, 2007 & Tesar, 2007




Kmenové bunky epiblastu — EpiSC (Epiblast stem cell)

a |Ohject Data|gene expression Brons, 2007 & Tesar, 2007
w MESC A
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Epigenetika ES bunék

Metylace DNA a kondenzace chromatinu u ES bunék

Fertilization Fusion 2cellstage  4-cell stage  8-cell stage Morula

[
,T_“- -
. *
= ]
3] -,
[ -
= ',l'
- #
o
Embryonic develapment |
nne
Fronuclei Folar bodies cell

Lndifferentiated Differentiatad A NH2 B
" 5' --CpG — 3'
Cytating a —GFIC - 5
o
SAM-
- C
SAM 4
e i
e e e
S| @ Methylatea CpC
Unmethylated Cpl

Meshorer & Misteli 2006




Profil metylace DNA u riznych typa bunék (40 genu, 49 CpG mist)
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Zmeény v distribuci HP1 a TIF13 v prabéhu indukce
diferenciace embryonal. pluripotent. bunék (EC P19)

DAPI

DAPL/TIFI

TOUINOD

VSL

JELIYP-§

u-S

H-AS

V prubéhu diferenciace pluripotentnich bunék dochazi ke kondenzaci chromatinu,
coz je mozno detekovat i v podobé vyraznejSich/kondenzovanéjSich chromocenter
(DAPI-modfe kontrastovana DNA) a akumulaci s chromatinem asociovanych proteinu
(jako zde ukazany TIF13 a HP1 proteiny)

do téchto oblasti. Sou¢asné dochazi P19 /HP1:: /HPI

také ke specifické asociaci mezi
jednotlivymi typy HP1 proteind

CONTROL TSA

spojenych s konkrétnimi diferencia-
cnimi drahami.

CONTROL - nediferencované buriky
S-R a SF-R - rtzné typy diferenciaci
TSA —inhib. Acetyltransferaz
5dAzaC — inhibitor metyltransferaz

Bartova, 20007

HP1y

CONTROL S-dAzaC




Model zmén trankripéniho profilu v prubéhu indukce diferenciace ES bunék

b ETCM modal

TR
LT
CREHORCHROHT

CRCHROHHOHT-
CHCHOHCHOHOHT-

a HA modal ¢ PT modal

{HHCHHHEHLF
LA HEF

SHEHEH HEHEHEF
1THH A HHHF
Repeats L HEHHEHH HL-

THHCHHCHCHE
+ HEH HLHCH HLF
+ HCHOHCHEHEH -
+HHHHH
AHHHHH HF

Stemness qenas
Lineage | genes
Lineage |l genes

Housekeeping genes

atemness genes
Lineaqe | genes
Lineaqe Il genes

| ||_'|I|:-.|'-k_|,'----| 'iIIl| genes

¥

Lineage |

r——

THH H HHEH -
AHEHEH HEHH-
A A

¥
Lineage Il

 SooORoe )

L FEHLH-
THH A FEHHEF
THOHEHHEHCHE

Repeats \SeeoooD )\ S080000 )

HA — model postupné (hierarchicke) aktivace (hierarchical activation) —> metylace DNA

ETCM — model povolené/umoznéné transkripce (early transcription competence marks)
—> modifikace histonu

PT — model promiskuitni transkripce (promiscuous transcription)

—> kombinace transkripénich faktort a transdukce signalu
Meshorer & Misteli 2006




Modifikace histonl — regulace transkripce

A
Acetylation Methylation
Core histone |
SUMOylation ™" } -~ Phosphorylation
Ubiquitination
B

ose ofee . s
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Profil postranslac¢nich modifikaci (lysinovych zbytku) histont H3 a H4

u ES (J1, V6.5), EC a MEF bunék

B H4
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] ek
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Dai & Rasmussen 2007




beni TSA* u ES a MEF bunék

o

i po puso

V4

Zmény histonovych modifikac

MEF

No effect

MEF

ES

VS 0} esuodsal-pjoj N1d

No effect

Q
™

gaw0cHvH
EoW/eMEH
E9WEMEH
¢OWBMEH
| SWEMEH
EOWPMNEH
cOWPMEH
IOWPMEH

T cowozMH

eouW/MEH

“HeoweyleH
goweyeH
T LowyieH

EOWPMNEH
¢OWPMEH

_[IBWHMEH

M) vsl o} asuodsal-p|oj W1d

Dai & Rasmussen 2007

*TSA — Trichostatin: inhibitor deacetylaz




Polycomb group (PcG) x Trithorax group (trxG) proteins

PcG jsou odpovédné za inaktivaci transkripce cilovych oblasti
trxG jsou odpovédné za aktivaci transkripce cilovych oblasti

- obecné patii mezi skupinu proteinti modifikujicich chromatin
- reguluji zejména transkripci homeotickych genti — vyznam v ontogenezi

- jsou odpovédné za epigenetickou pamét genomu

- rozpoznavaji specifické a vzajemné malo homologni skvence DNA

PRE - PcG responsive element
TRE - trxG response element

- jedna se o proteinové komplexy se zakladni jednotnou strukturou
(PcG 4 zakladni skupiny komplexu), specifita téchto komplext
k danym PRE/TRE je dana dalSimi asociujicimi specifickymi podjednotkami

[PRCZI?»M] [PRCZBM] [PRCZBM]

et
K27

0.0

&
repression

?
PRCT /PRCT /PRCA
‘ /Mef\ |/ Met\ || /Met
ket VY Kar YV ka7

§ i A & -
Cell cycle activators | = Cell cycle inhibitors
(cyclins, cdc25.) \"/ ) ‘ ) ‘, -\'l (p14Inkda, p19Arf, pRb..)

Cell cycle + trithorax Group + Cell cycle
arrest progression

« v TSa e ™Sa

Quiescence Differentiation Checkpoint Stem cell Cell number
G0 mechanisms renewal expansion

Slemness geanas

Tumour 5. INPrSscrs

Genes speciying

Sta

ditterani call fates |

- n,

Stom o
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Proliferace ES bunék

Cell Cycle

¢cyclinAand B
+ Gde2

cyclin D1, D2 and D3
+Cdk2,4,5 and 6

cyclin A
+ Cdk2

cyclin E + Cdk2

E2F!DP-1\ Rhb phosphorylation
activation

S laskavym nedovolenim z katalogu Santa Cruz Biotechnology, Inc.
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Mitogen Sensitivity

- ES bunky relativné intenzivné proliferuji (podobné nadorovym bunkam)
- G1 faze bunécéného cyklu je kratka (u mES ~ 1.5 h), zda se, ze chybi G1-checkpoint*
- velké procento bunék je v S fazi bunééného cyklu (mES > 60%, hES > 50%)
- doubling time mES ~ 12h, hES ~ 24h
- specificka charakteristika regulace bunééného cyklu (odolnost k p16,
nizka hladina cyklint D, vysoka hladina cyklinu E, neni potieba proteint rodiny Rb)

- inhibice proliferace (suboptimalni podmiky) vede k diferenciaci a apoptése,
diferenciace a apoptosa ES bunék, vSak nemusi vést ke snizeni proliferace jako takové

*tzv. kontrolni bod R, o prichodu timto bodem rozhoduji zejména mechanismy rozpoznavajici
itegritu/neporusenost genomu, buinky s pozkozenou DNA jsou za normalnich okolnosti v tomto bodé
zastaveny. Porucha tohoto kontrolniho mechanismu je typicka pro nadorové bunky.




Jak vypada spravna ES burika?
Jsou vSechny ES bunky v kulture stejné?

LIF -> STAT3 aktivita u mES bunék

Responsiveness

Microarray analyza exprese ,stemness” genu

Exogenous LIF

ESC: v
PEFALVERRat: 1637

NPG v LVBr: 1737

Davey, 2006

Fortunel, 2003

pokracovani o
pokracovani




Model narustajici heterogenity v rostouci kolonii ES bunék
za dodrzeni znamych optimalnich kultivaénich podminek

Mysi ES ‘

30<* 50<*

Lidské ES ‘

ruast kolonie ES bunék

Bunky odpovidajici bunkam ICM/epiblastu
Casného neuroektodermu

vyvoj blastocysty s

‘ epiblast\ ’

blastocoel

*orientacni pocet bunék v kolonii blastocoel

=
e

trofoectoderm




Variabilita v analyze transkripéniho profilu u ES bunék (ESC), neuralnich progenitori (NPC),
progenitoru retiny (RPC) a hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) u mysi.
Tri pracovni skupiny, jedna metoda.

ESC x NPC + RPC/NSC

23

NPC

1

6

2

275

Fortunel

Ivanova

286

157 30
10

58

ESC + NPC

685

Fortunel, 2003




MES je mozno reverzibilné prevést na bunky pripominajici bunky primitivhiho ektodermu
tzv. EPL (early-primitive ectoderm-like) bunky. Tyto bunky jiz nemji podobné jako bunky
primitivniho ektodrmu schopnost tvorit buriky parietalniho entodermu. Také nékteré jejich
dalSi schopnosti diferencovat, jsou oproti ES burikam pozménény (Pelton 2002) .

- LIF + HepG2 burikami kondiciované médium

+LIF
(- FGF-5%) (+ FGF-5%)
Primitive
@ Endoderm
q;f‘ pr ‘!‘ Mesoderm
_.__'1___. . BMP Activin
@ :r;_ift:r_ﬂ-__—:u —— Mesoderm/Endoderm
I . i, i Precursor
ES Cells EPL Cells (Brachyury+)
ﬂ 4 Endoderm
| +Serum BMP
or BMP4 Activin
Ectoderm Gadue 2005

*EPL bunky jsou podobné jako buriky primitivniho ektodermu exprimuji FGF-5 na rozdil od ES bunék,
které exprimuji zejména FGF-4 (plati pro mys)




VYUZITi ES BUNEK

1. Biologicky a biomedicinsky vyzkum

- Priprava geneticky modifikovanych organismu

- Studium mechanismu ¢asné embryogeneze / diferenciace
- Studium mechanismu kancerogeneze

- Studium embryotoxicity

- Testovani farmak

2. Lékarstvi

- Bunécné a tkanove terapie
- PFiprava biologicky aktivnich preparatu
- NosiCe biologicky aktivnich latek (pathotaxe)




Priprava geneticky modifikovanych organismu - GMO

Pro vytvoreni linie GMO je potfeba, aby pozadovana geneticka modifikace byly obsazena
| v pohlavnich bunkach. Tuto modifikaci je tedy potfeba provést na burikach toti- nebo
pluripotentnich.

 Nahodnym nebo cilenym(?) vlozenim pozadované DNA do zygoty
* Nahodnym nebo cilenym vlozenim pozadované DNA do ES bunék

- Diky prakticky neomezené moznosti kultivace ES bunék, 1ze mit provadénou genetickou
modifikace plné pod kontrolou, a také ji miizeme velice presné naplanovat!!!

- ES bunky jsou pluripotentni, po zpétné injikaci do blastocysty a viozeni této blastocysty
do délohy pseudo-pregnantni mysi, blastocysta pokracuje ve vyvoji a vznikly jedinec je
chimérou bunék puvodni ICM a injikovanych ES na Urovni vSech tkani, tedy i zarodecné.




Diferenciace ES bunék

a) Invivo

- teratomy: injikace suspenze ES bunék do vaskularizované tkané
imunitné tolerantniho zvirete, popripade do zvirete s
farmakologicky potlaCenou imunitni odpovédi

- chimery: injikace ES bunék do blastocysty, navraceni takové
blastocysty do pseudo-pregnantni mysi = vznik chimerického
jedince

b) In vitro
- metodiky korespondujici s ontogenezi
- metodiky ziskané empiricky (kopirujici ontogenezi?)

Musi bunka diferencujici z ES buriky vzdy kopirovat ontogenezi aby dosahla urcitého stavu?




b)

kultivace

Embryoidni téliska (Embryoid bodies

- EB)

tjednoduché, vice bunéénych typu

+ tolerujici genotyp

- Spatné definované podminky

V monovrstve

In vitro diferenciace ES bunék

mdukce selekce ‘

+ dobre definovné podminky

- mala vytéznost

- silné zavislé na genotypu

Embrvolded téliska

Friméivid endoderm
{ H vpeolslisd

Primitihval enioderm

Frofobiast Rathjen 1998 / Bilek 2004




Uloha specifickych rastovych faktori v ontogenezi mysi

Epiblast

Loebel, 2003

\ Surface ectoderm
Endothelium, hematopoietic cells
Myocardium

Meural crest
nduﬂ'lﬂ'“ oy /

___-'__EE}—,‘M-_-“ TR Lo ‘-‘-'—‘--..____-‘-
MNeurohlast —— bpurons

Ectoderm

Mesodesr ———m——

(dermis, muscle)

\ Dermomyotome

Paraxdal mesoderm

%clerotome

Germ layer morphogenesis,
(bone, cartilage)

Cell movement \
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Neurons

ujl, Mestin

Epidermal cells

Keratin 14

Neurectoderm

MN-CAM, Nestin

Neurectoderm Motor neurons
ix2, EnT Nkxt 1, Ofig2, N2 2,

IslT, HBS, Lhx3, ChxT0

5
&@ Neural crest
Y Neurec Itlrit—'.'m_________——-"" Soe )
< SoxT, tin, Oz,
M-,'t;.. \ i
Glia
GFAP
ES cells — EPchcils_l Agagregation, EB formation Mesoderm
; A———— i FofS PROE T
Oct4, Stat3 Octd, i3, PRCE T, Gse, Nle2-5
EB formation Mesoderm
T, Gise, Nodal, Fgfs, Alk3
Endothelial Cells
Fik T, PECAM, VE-cadherin
Mural cells
Smooth muscle actin
E 5lial 2
Endothelial and
EB, Blast colony formation i
- b4 Hematopoietic Cells
Fik1, Tall, (D34, Gatal
Starvation

EB formation

Loebel, 2003

Priklady diferenciace mysich ES bunék
kombinaci typu jejich kultivace

a specifickych riastovych faktort

s porovnanim ulohy téchto faktort

v mySi ontogenezi

]

pokracovani




Zygqote Totipaotenit
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Priklad ucinku jednotlivych specifickych rastovych faktori na indukci diferenciace

u lidskych ES bunék

v kombinaci s tvorbou embryoidnich télisek
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Model regenerace poskozené hematopoesy v disledku Rag2-/- mutace
s pouzitim ES bunék, genetickych manipulaci a jaderného reprogramovani

M

% Rag2-

Expand HSC culture N\ : Culture from
and transplant '

tail cells
Differentiate sses € &
into EBs  Shghns .
€
Repair of Rag2 ™" ; i
ESCsby _&s
homologous %% _
recombination Nuclear transfer into
enucleated oocyte / - -
RagZ™’~ ESCs %% ' gmff* N
L " — T e—1
b th 2
‘ ‘ :t A/Fteplacement Removal of Mature
p with somatic oocyte genome oocyte
Cultured Cultured cell genome

blastocyst 4-cell embryo Rideout, 2002




SOUCASNE PROBLEMY S VYUZITIM ES BUNEK V TERAPII

- hES se nedafri dlouhodobé kultivovat beze zmén v genotypu

- dlouhodoba kultivace za suboptimalnich podminek vede k dosud neznamym,
epigenetickym zménam snizujicim schopnost pluripotence (ireverzibilnimi i
pro cytoplasmu zygoty, Amano 2006)

- dosud neni spolehlivé vyfeSen potencionalni vznik teratomu

- biologie a diferencia¢ni potencial ES bunék nejsou dosud dobfe
prozkoumany

- kultivace ES bunék je stale zavisla na nedefinovanych faktorech

- etika ziskavani novych lidskych ES linii

- finance, pres velice atraktivni potencial, ktery v sobé ES buriky maji, neni jiste, jestli
soucCasna spole¢nost bude mit dost prostfedku na jejich vyuziti napf. v bunécné terapii




Chromosomalni stabilita a ES bunky
Draper, 2004; Hanson, 2005

- dlouhodoba kultivace ES bunék vede k selekci odolnejsich klontli a subpopulaci
- mensi responzivnost na vnéjsi signaly, rychlejsi proliferace, mensi naroky
na kultivaci, kliCové znaky ¢asto zachovany (Oct-4, Nanog, pfrislusné SSEA,...)
- U mySi snizena schopnost tvorby chimér a zéjména germline u téchto chimér
- Casto spojeno s genetickou manipulaci (knock-out, -in ES linie)

- nestabilita chromosémui, polyploidie, trizomie, zlomy a preskupovani gen
=> adaptace na in vitro podminky

- hES, primarni je trizomie chromozomu 12 nebo 17, vzacnéji chromosomu 14 a 20
- Casto dochazi i ke zdvojeni dlouhého raménka chromosomu 17 a k translokaci
této kopie na dlouhé raménko chromosomu 6 => posileni exprese genu
na chromosomu 17 (Survivin — proti apoptése, STAT3 - self-renewal mES a nadbytek
u vétSiny nadort, GRB2 a 7 (growth factor receptor bound protein, viz. signalni transdukce))
- na chromosomu 12 je lokalizovan nanog (Nanog)
- Casté i zmény malych oblasti na chromosomech 1, 8, 18 a 20
- u mES se jedna o zmény zejména chromosomu 8 a 11
(mysSi chromosom 11 je z ¢asti ekvivalentni k lidskému chromosomu 17)




Apopticka kontrola nestability kariotypu a ES bunky
Checkpoint-apoptosis.... of karyotipic instability. Mantel, 2007

- u zdravych somatickych bunék pri poruchach mitotického aparatu béhem jejich déleni
a tak vznikajici chyby v mitése vedou k jejich pfechodu do senescentniho stavu
nebo k indukci apoptosy

- ES bunky maji zvysenou toleranci k porucham mitézy, mensi citlivost tzv. SAC

(SAC - splindle assembly checkpoint) GONTROL NOGODAZOLE PACLITAXEL
=> akumulace aneuploidnich

a polyploidnich bunék v populaci 1 ;
- indukci diferenciace Ize tyto bunky > g
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Priklad narustu apoptosy s diferenciaci a pozkozenym mitotickym aparatem
ES — embryonalni kmenové bunky

EB - ES diferencovanou formou embryoidnich télisek

Noc/NOC - nocodazol

PAC - paclitaxel
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Primordialni zarodecné bunky — PGC
(primordial germ cell)

my mm

gastrulace, a to vnejSimi signaly, zejména BMP (na rozdil od zab, Drosophily a C. elegans).

- 6 — 7.5 dpc migruji vné vlastni embryo, pozdéji (8.5 dpc <) migruji podél zadniho streva
embrya do vytvorené zarodecné listy.

- PGC zanikaji po usazeni v zarodec€né listé (10-13 dpc u mysi), stavaji se z nich
zarodecné bunky. Prodélaji jesté 2-3 mitdézy a u samci vznikaji prospermatogonie
zastavené v G0/G1 fazi mitoézy. U samic vstupuji do meiotické profaze (oboji > 12.5 dpc).

- Podobné jako ICM a ES bunky maji vysokou hladinu alkalické fosfatazy (ale TNAP ne
GCAP/TNAP), Oct4, Nanog, ..

- Vyznamné jsou zda se zejména Stella a Fragilis.

- PGC nejsou pluripotentni!

- PGC maji omezeny pocet déleni, u mysi napocitano kolem 1000 bunék, rozdily v zavislosti
na imbredni lini

Stella

Také u bunék ES a epiblastu, pozdéji jen u PGC, podili se na udrzeni jejich fenotypu,
po jejich usazeni v zarodec€né liste jeho exprese vymizi.

Fragilis
Z rodiny IFN indukovanych genu, je silné exprimovan pfi formovani PGC, s jejich
migraci jeho exprese klesa.
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PGC

primordialni zarode¢né bunky
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Embryonalni zarodecné bunky — EGC
(Embryonic germ cells)

- EGC jsou odvozeny z primordialnich zarodeénych bunék (PGC — primordial germ cell).

- Podobné jako ES bunky je Ize expandovat in vitro, a jsou pluripotentni, jak dokazuje jejich
schopnost diferencovat do bunék vsech tfi zarodec¢nych listu jak in vitro (EB), tak in vivo
(chiméry a teratomy).

- Z epigenetického pohledu (DNA metylace) jsou vSak vice podobné PGC nez ES bunkam
- Rozdily v metylaci DNA se tykaji zejména imprintovanych gent v zavislosti na pohlavi,
u EGC izolovanych z pozdéjsich embryonalnich stadii se tento rozdil zmensuje.

Tyto ,,imprinting-free“ PGC, vsak jiz netvori zdravé chimerické jedince.

- U mysSi Ize EGC izolovat z PGC mezi 8.5 — 12.5 dpc, pozdéji to jiz nelze
- PGC a nasledné EGC lze izolovat in vitro z ES bunék (lidskych i mysich)

- m/hEGC jsou zavislé na LIF, béhem ¢asné kultivace i na FGF2 a Stem cell faktoru (SCF)
(+ feeder & FCS/SR).

- Exprimuji podobné markery jako ES bunky, lidské EGC jsou fenotypem vice podobné
MES nez hES (morfologie + exprese SSEA-1!; u hES se SSEA-1 exprimuje aZ s jejich diferenciaci)




Vztahy mezi pluripotentnimi burikami a nekteré kliCové regulaéni komponenty
téchto bunék

In vivo

@ / Ectoderm
/ of, Ter, v, pgetd, ph3, @ — Mesoderm
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SI — Steel locus, Ter — Teratoma locus, pgct1 — primordial germ cell tumor susceptibility locus, PTEN —
Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10, mTR (mTOR) - serine-threonine kinase
mammalian target of rapamycin

In vitro

Donovan, 2003




Schema predpokladaného zapojeni FGF, LIF a KL (c-Kit ligand = Steel factor (SF)/
stem cell factor (SCF) v regulaci sel-renewal EG bunék

Donovan, 2003




Neni puvod ES bunék v PGC ??7?
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Zwaka, 2005




Neni puvod ES bunék v PGC ???

Gene Species ES EGC LGC ICM PE
Pousfl (Pesce and Scholer, 2001) M + + + + +
Nanog (Chambers et al., 2003) M + + + + +
Dppa3 (Saitou et al., 2002) M + + + + +
Ifitm3 (Saitou et al., 2002) M + + + + +
Kit (Horie et al., 1991) M + + + - N/D
DAZL (Clark et al., 2004) H + + + — N/D
Ddx4 (Toyooka et al., 2003) M - - + - -
Akp2 (Chiquoine, 1954) M + + + + +
Zfp42 (Rogers et al., 1991) M + N/D N/D + =
Fef5 (Haub and Goldfarb, 1991; Hebert et al., 1991) M - N/D N/D — +
Gbxl (Chapman et al., 1997) M + N/D N/D + —
Zwaka, 2005

M- myS; H —Clovék; N/D — netestovano; ES — embryonalni kmenové bunky; EGC — ¢asné primordialni
zarodecné bunky (!); LGC — pozdni primordialni zarode¢né buriky; ICM — vnitfni bunécna masa;
PE — primitivni ecdoderm/epiblast




Kmenové bunky teratomu / teratokarcinomu - ECC
Embryonalni nadorové bunky (Embryonal carcinoma cells)

- lzolované rozkultivovanim a klonalni selekci bunék teratomu / teratokarcinomu

- Lidské spontalné, mysi indukované transplantaci casnych embryonalnich bunék
do dobre vyzivované tkané (varlata, ledvina kapsa, brisni dutina,...), musi byt
imunotolerance

- Podobné viastnosti jako ES burnky, ale méné zavislé na specifickych riistovych
faktorech (+)

- Tvori také chiméry, ale nedokonalé, vétSinou hynou v pribéhu embryogeneze (=)

- VétSinou snizena schopnost pluripotence jak in vivo, tak in vitro (=)

- Obecné nestabilni genotyp a €asté aneuploidie (=)

- Modelové studie genetické nestability a diferenciace, vzniku teratomii
- Levnéjsi alternativa k ES bunkam, lepsi stabilita v experimentalnich systémech jak ES (¥+)




Kmenové bunky extraembryonalnich tkani

A) Kmenové bunky trofektodermu (trofoblastu)
FGF-dependent (FGF4, FGFR2); Cdx2, Eomes, Err[3

B) Kmenové bunky primitivhiho entodermu (hypoblastu)
XEN — bunky extraembryonalniho entodermu
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