Somatické kmenové bunky — SSCs
(Somatic stem cells)

- Podileji se na regeneraci tkani, organt a homeostazi obecné

- Mnohé jsou minimalné multipotentni

- Kromé profesionalnich SSC, existuje i mnozstvi fakultativnich typu
- Pripadna pluripotence nebyla dosud prokazana

Jak vypadaji, jaké maji vlastnosti a schopnosti ?

Maji adultni SSCs stejny potencial jako embryonalni SSCs?

Jsou vSechny stejné, podobné, tkanoveé specifické ?

Lze je kultivovat in vitro ?
Kde se nachazeji?
Jsou nesmrtelné?

»EXistuji?“




ADULTNI x EMBRYONALNI
somatické kmenové bunky

Embryonalni somatické kmenové bunky

- BEhem embryogeneze davaji vznik tkanim a organum

- Pripadna pluripotence nebyla dosud prokazana

- Béhem Casné embryogeneze se intenzivné déli, pozdéji jiz méné (??7?)
- Lze je izolovat a mnozZit in vitro (zatim pouze po omezenou dobu)

- Pravdepodobné jsou schopné transdiferenciace (?)

- Tvofi solidni nadory (mozna i teratomy?!?) po injikaci do imunitné
tolerantniho organismu (vSechny ??)

- ACkoliv jsou v mnoha ohledech podobné somatickym kmenovym
bunkam z dospélého organismu (mnohé znaky, podminky
kultivace a izolace), je jiz jasné, ze stejné nejsou.
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‘ Biologie SSC \
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Odhad generacnich cykld od kmenové buriky po funkéni / terminalné diferencovanou
buriku pro ruzné typy tkani u mysi
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a C. elegans
{one-cell stage)
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Priklady mechanismu regulujicich
symetrii bunécného déleni na modelovych
orgaismech
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Proporéni zmény v symetrii bunééného déleni mezi neuralnimi kmenovymi bunkami (stem)

a neuralnimi progenitory (

, transientné se délicimi bunkami — TA)

v pubéhu neurogeneze u mysi
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Déleni genomu u progenitoru/kmenovych bunék pfi asymetrickém déleni

First round of DNA replication, cell division
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Cetnost asymetricky a symetricky délicich se kmenovych bunék kosterni svaloviny in vitro

- potvrzeni vysSe uvedené hypotézy

Sca-1 — znak kmenové bunky koserni svaloviny
Desmin — protein charakterizujici myoblast
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NICHE a jak byt profesionalni kmenovou burikou

Stejné jako je v soucasnosti obtizné fyzicky uchopit jednotlivou SSC je velice tézké poznat,
jak vypada a jaké vlastnosti ma prostredi, kde se SSCs nachazi = niche. Profesionalni SSCs
maji tzv. nezraly fenotyp, tj. prfipominaji bunky znaéné ¢asnych vyvojovych stadii
(z hlediska vyvoje organismu / ontogeneze). Pfredpoklada se, ze v zavislosti na potifebach
organismu bud’ viibec neproliferuji nebo jen pomalu. Intenzivnéjsi proliferace se
predpoklada v odpovéd’ na poranéni dané tkané pripadneé jeji jinou nedostatecnost. Tato
proliferace, v odpovéed na poraneéni, je in vivo u nékterych tkani, napr. nervové, znacné
nedostateéna a tkan ma tak velice malou schopnost regenerace, na rozdil napr. od epitelu.
Pro mES je ,,niche” feeder + LIF + nedefinované faktory séra (BMP neni plné
dostatec¢né z dlouhodobého hlediska). Je to jediny ,,dokonaly“ niche ktery umime navodit
v in vitro podminkach, paradoxné u kmenovych bunék, které prirozené neexistuji. In vitro,
vSak pfi vhodné manipulaci a za dodrzeni vySe uvedenych podminek mES predstavuiji
nejhomogenéjsi a ve vlastnostech i nejstalejsi populaci kmenovych bunék (2007 :0)).
Zanik niche = zanik/diferenciace kmenové bunky. Opac¢ny proces, navozeni niche (kdyby
jsme ho znali) kolem progenitoru nebo terminalné diferencované bunky nevede ke vzniku
bunky kmenové (analogicky k pokusum s ES a dalSimi o SSCs ,,obohacenymi‘“ populacemi
SSCs. Je to pravdépodobné v dusledku ireverzibilné (z pohledu moznosti extracelularniho
pusobeni) zménénych regulaci ,,intrinsic* faktort, které si SSCs zachovavaji z casnych
vyvojovych stadii ontogeneze. Toto dokazuiji i pokusy s exogenimi expresemi takovych
faktort v riznych populacich délicich se bunék (viz. reprogramovani bunék).




Co v NICHE najdeme?

ristové faktory, proteiny extracelularni matrix, povrchy bunék / bunécény
kontakt, hypoxie, nedostatek zivin?
Podobné jako se zdaji byt SSCs tkanové/organové specificke,
budou specifické i jejich ,niche".
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Jak o€ekavame, ze profesionalni SSCs vypadaji

- Mély by exprimovat ,,stemness“ geny (které to ale jsou?), analogické geny s ES
bunnkami nebyvaji tak silné exprimovany, jak to zname pravé u ES bunék,
pravdépodobné tu hraje svou roli pluripotence ES bunék oproti multipotenci SSCs,
kdy tzv. ,,stemness” geny ES bunék jsou spiSe geny exprimované pluripotentnimi
bunkami obecneé.

- Predpokladame, ze maji vysokou hladinu inhibitoru cyklin-dependentnich kinaz
(p21wafticipl ' nq5INK4B 1 6INKIA = q18INK4C) => phomala proliferace / semi-quiescence.
Toto je velky rozdil k ES burikam, které jsou take intenzivné proliferujicimi, na rozdil
somatickym kmenovym bunkam v tkanich dospélého jedince.

- Z ,extrinsic” faktor( se predpoklada vyznamna uloha drah TGFf3 rodiny, Wnt, Notch,
a gp130, v souvislosti s vlastnostmi ,,niche* pak také signalizace pres kadheriny
a bunécné adhezivni molekuly (CAM — cell adhesion molecule) v jejichz signalizaci
jsou MAPKSs, 3-catenin, NFkB,...

- Jsou obecné odolné k toxinim (MDR - multidrug resistance proteins, ATP pumpy),

ale i k tvrdému zareni (paprsky X, y-zareni).




SSC ,,mezodermalniho* puvodu

7O\

Mezenchymalni kmenové burky Hematopoetické kmenové bunky
(MSCs - mesenchymal stem cells) (HSCs - hematopoietic stem cells)
burnky tkani mezodermalniho plivodu, krevni elementy, +

snad i krevni elementy, asi ne burky ledvin, +

Zdrojem adultnich SSC mezodermalniho plivodu je zejména kostni dren
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Adultni multipotentni progenitorové burky —
MAPCs (multipotent adult progenitor cells)

- Jejich existence je velice kontroverzni*
- propagatorkou je Catherine M. Verfaillie (Jiang, 2002)

- MAPCs byly poprvé izolovany z kostni diené, pozdéji i z mozku a svall
- na rozdil od ostatnich SSC jsou to proliferujici bunky s vysokou aktivitou telomerazy
- v kulture lidskych a krysich MAPCs nebyly nalezeny aneuploidie, u mysi ano
(u mysSi Casté i pro jiné bunky véetné ES??7?)
- v kulture in vitro vyzaduji ,,nizkou” denzitu (m, r 500-1000 b./cm?; h 1500-3000 b./cm?)
- velmi naroéna kultivace (fibronectin, EGF, PDGF, LIF, velké objemy pro obdrzeni
dostate€ného mnozstvi bunék pro analyzu)
- in vitro davaji vznik radé typa bunék véetné neuralnich,
Cistota diferencované kultury 70-80%
- in vivo, po injikaci do blastocysty tvori chiméry (schopné narozeni )
s chimerismem 1-40%, avSak schopnost tvofrit zarodeéné buriky nebo celé embryo
(injikace do tetraploidniho trofektodermu) nebyla prokazana
- netvori teratomy

- neni jasna jejich existence in vivo
- neni znamy specificky marker




Fenotyp MAPCs

antigen exprese blizké SC
MHC-I - MSC +++

CD44 (H-CAM) +/- rlizné bufiky
CD105 (endoglin) - MSC +++
CD34 (L-selectinR) - HSC +++
CDA45 (tyr. fosfataza) - HSC +++
cKit (CD117, SCFR) - HSC +++
Thy1 (CD90/CDw90) + HSC +++
AC133, / Sca1*, + HSC +++
SSEA1 + MES +++

Oct4 + M+hES +++
Rex1 + MES +++

negativni -, ne vzdy negativni ,+/-%, slaba ,+*, mirna ,++“, silna ,+++"

*Sca1l — stem cell antigen, GPI (glykosylfosfoinositolovou) kotvou vazany
protein v cytoplasmatické membrané zejména ,velice Casnych® progenitoru




40% chimerismus u mySi s ROSA26* MAPCs

Stanoveni 3-galaktosidazové aktivity
na sagitarnim rezu u normalni mysi (i)

a chimerické mysi s ROSA26-MAPCs (j).

* ROSA26 mysi exprimuji ve vSech bunkach

B-galaktosidazu (transgeni mysi - GMO)
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‘ Mezenchymalni kmenové bunky — MSCs (mesenchymal stem cells) \

Kmenové burky kostni diené — BMSSCs (bone marow stroma stem cells)

Kmenové bunky svalové tkane, chrupavky, kosti, ....
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- MSC lze izolovat z mezenchymalnich tkani (kostni dien, svaly, dermis, tukova tkan,
chrupavky, kosti, ale i z krevniho obéhu (zde se nékdy oznacuji jako pericyty),
zejména vsak z kostni drené.

- Pfesny fenotyp neni znam, pracuje se se smésnou populaci bunék, ktera po indukci
prislusnymi kombinacemi rustovych faktoru je schopna dat vznik bunkam dané tkané.

- Na rozdil od MAPCs exprimuji proteiny MHC-1, a byly pripraveny protilatky (SH2, SH3
a SH4) se zvysenou afinitou k MSCs.

- S vékem jich v organismu ubyva.
- Jsou komeréné dostupné, jejich aplikace v mediciné je ve fazi klinickych zkousek.

- Pfes velkou snahu mnoha tymu, pluripotence nebo transdiferenciace v bunky jiného
zarodeéného listu nebyla dosud potvrzena.

Mechanismus zapojeni MSCs v regulaci homeostaze
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Mechanismu nepfimého zapojeni MSCs (a jejich derivati?) do procesu regenerace
jako lokalniho zdroje rustovych faktoru

MSCs as Trophic Mediators

Angiogenic (VEGF) .
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and '
Regeneration nlammmatory
Eiameleculas
HSC Support
-if-"!_;.;;L_
‘-._______-———"'-—F#
MSCs MOBILIZATION
Caplan,2006

(G-CHF? others?)

MSCs se aplikuji v pripadé

- infarkt myokardu
- reparace tkané menisku

- Crohnova nemoc (imunosuprese)




Kmenové bunky stroma kostni dfené — BMSSCs (bone marrow stroma stem cells)

- nejasny fenotyp, ale snadno ziskatelné ve smeésnych populacich z kostni drene, jako
bunky adherujici na plastik pro tkanové kultury (na rozdil od bunék hematopoetickych rad)

- fibroblastim podobné bunky (a) vétsi, fibroblastiim podobné a b) mensi, ziejmé
progenitory)

- MAPCs jsou nékdy ozna€ovany jako podskupina (subset) BMSSCs
(pluri- x multipotentni???), celkoveé se ale prekryvaji s MSCs, obecné je mozné, ze rozdily
mezi typy jsou dany spiSe selekci, zpusobem izolace a nasmérovanim k nékteré
diferenciacni draze, nez skute€nymi rozdily in vivo.

- v zavislosti na kultivaénich podminkach velmi rychle méni morfologii, coz pravdépodobné
vedlo k podezreni na jejich pluri-/multipotentni schopnosti (zejména vznik neuralnich b.)

] Stromalni bunky kostni drené
1 potkana




Populace vedlejsich bunék (SP - side population) = SP bunky

- izolovany z rtiznych tkani jako bunky schopné intenzivné vylucovat DNA vazajici
fluorochrom Hoechst 33342, diky tzv. proteinu rezistence k farmakim = Abcg2
(BCRP — breast cancer resistence protein; rodina ,multidrug resistance transporter

proteins“-MDR; obecné& ABC (ATP binding cassette) transportery)
- pozdéji prokazan fenotyp Sca1*/lin*—), byly isolovany z mnoha typu tkani i z nadorovych
(kostni dfen, mlécné zlazy, plice, svaly, srdce, jatra, mozek, kuz, ....
a to jak u mysi, potkana i Cloveka)
- Jsou detekovatelné i v nékterych nadorovych bunéénych liniich
(C6 — gliom; IMR-32, JF — neuroblastom; a rznych gastroitestinalnich nadorovych liniich)

Pres vyse uvedené spole€né znaky SP bunék,
jsou tyto bunky tkanové specifické (??7?)

- SP svalu maji myogeni (Sca1*/CD45-) a hematopoeticky potencial (Sca1*/CD45*)
- Hematopoetické SP jsou Sca1*/CD34*

- SP klize jsou Sca1*/K14*/K19*

- SP z mozku, ale i pankreatu (!) jsou Sca1*/nestin*

V soucCasné dobé nejsou plné objasnéeny vztahy/hierarchie mezi
MSCs — MAPCs — BMSSCs — SP a dalSimi somatickymi kmenovymi bunkami
Je mozné, ze mnohé pozorovane rozdily jsou dany postupy izolace danych bunek,
jejich kultivaci in vitro nebo pfipadné i dalSimi nedostatky v pfipravé vzorkd apod.




‘ Svalové SC — kmenové bunky kosterni svaloviny = MuSC \

- v embryogenezi somity —> myotom —> myocyt —> svalové vlakno
- v dospélosti MuSC -> satelitni buinky -> myocyt —> svalové vlakno

(kostni dfen)

(povrch svalového viakna)

- MuSC nejsou presneé definované, nalezi zrejmé k uzsimu vybéru MSC

- in vivo je sval regenerovan satelitnimi bunkami, majicimi vlastnosti SC

- satelitni bunky se u mysi objevuji 17.5 dpc., s nastupem tvorby
sekundarnich svalovych fibril (13 dpc. objeveni primarnich sv. fibril)
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Dale byly izolovany z adultniho

kosterniho svalu bunky CD34+/Sca1+ jako

kmenové bunky odvozené ze svalu
(MDSC - muscle derived stem cells)
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Mechanismus regenerace svalového viakna
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Mechanismus regenerace svalového

<+—= Aktivace satelitnich bunék (IGF 1,2, HGF,..)
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Hematopoetické kmenové bunky — HSCs (hematopoietic stem cells) |

Hematopoéza + ?

Hematopoiesis
2| Fluripotent stem cell 9|
HSC
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HEMATOPOEZA

- Hematopoéza je v sou€asné dobé zrejmé nejlépe prostudovana diferenciaéni draha
s nejdokonalejsim fenotypovym rozliSenim jednotlivych bunéénych stadii bunék
tzv. CD (cluster determinants) antigeny.
- Jednotlivé diferenciac¢ni drahy jasou ¢asto majoritné zavislé na jediném cytokinu
(kolonie stimulujicim faktoru — CSF; napfr. G-CSF, faktor stimulujici tvorbu zejména granulocytu)
- V pribéhu ontogeneze je hematopoéza realizovana jedine€nym zpusobem
(Gaso-prostorove, viz. nize), coz dobre umoznuje i studium rozdili mezi embryonalnimi
a adultnimi somatickymi kmenovymi bunkami. Kazdopadné v prubéhu embryonalniho
vyvoje vznikaji jisté typy populaci T-lymfocytu, které zGstavaji po cely zivot jedince,
ale v dospélosti jiz nevznikaji. Druhou moznosti, vedle moznosti odliSnosti
embryonalnich a adultnich HSCs je schopnost téchto bunék osidlovat odlisSné ,,niche*.
- HSC vzniklé ve zloutkovém vacku také migruji do oblasti AGM a do jater, kde davaji vznik
adultnim HSC (Samokhvalov, 2007)
- rozliSujeme: LT-HSC (long-term HSC) — schopné opakované kompletni obnovy hematopoézy
: ST-HSC (short-term HSC) — schopné jen kratkodobé obnovy hematopoézy

(aktualni X potencionalni kmenové bunka)

- Harrison et al. (1979): transplantoval mySim opakované identicky st€ép HSC déle jak 8 let
- > vyrazné prekrocCeni délky zivota mysi!!l




MOUSE

Vznik krevnich ostruvku ve vznikajicim
zloutkovém vaku mezi mezodermem
a bunkami visceralniho entodermu

~7.5 dpc

visceral
endoderm

HSC

| Lokalizace, zména ,,niche“ u hematopoézy v pribéhu ontogeneze |
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Hematopoéza v endotelu aorty (AGM), ~10.5 dpc
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~11 dpc

Kostni dren, ~15 dpc

S vyvojem kostni difené
se HSCs usazuji v jejim
stroma.

» | THYMUS

pT, pB - lymfocytarni progenitory
CFU-GM - myeloidni progenitory
BFU-E, CFU-E - erythroidni progenitory




Podil jednotlivych tkani na celkovém objemu
hematopoézy mezi 11 — 13 dpc u mysi

B Misto vzniku krevnich ostravku (blood
island) v pribéhu embryogeneze u mysi
U aGM
n SR G
B Circulation EPC (:_\,.5 <->‘\Trgphﬂb|35t
ANy (\/} EPC | giant cells
l Liver H\‘___ B Chorionic
f? e : ectoderm
Embryo Age (days) 11 12 13 —_— K it pr——.
. ; Blood | I}
Total HSC 40 600 2675 .f |

Visceral endoderm

Kmiion -3 Definitive endoderm

Amniotic
cavity

a hematopoetickymi progenitory
pravdépodobné z jater, protoze

v dobé objeveni se hematopoézy cavity

ve sleziné, v zloutkovém vaku a

v aorté uz hematopoéza neprobiha E76

a kostni dren dosud neni vyvinuta.
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Schema vyvoje AGM (aorta-gonads-mesonephros)
- zaCatek fetalni hematopoézy

YS

Establishment of vascular connexions
between the YS and the embryo

8 dpc
.
Ys Sp
Sp

Ectoderm ]

Mesoderm [T
Endoderm

} Somatopleura

} Splanchnopleura




Chronologie hematopoézy u ¢lovéka a mysi

hematopoéza/lymfopoéza Clovék mys
(dny)

embryonalni vyvoj (dny) ~270 ~21
Zloutkovy vak 18 7.5
dorsalni aorta 27 9.5

thymus 40 11

jatra 42 11

slezina 48 13

kostni dren 77 15
cirkulace krevnich bunék 24 8.5




I Fenotyp HSC I

antigen

HSC

Myeloid SC

Lymphoid SC

CD10 (CALLA)

+

CD33 (Sialoadhesin)

CD34 (L-selectinR)

CD38 (ecto-ADP-ribosyl cyclase)

CD90 (Thy1)

CD110 (Trombopoietin receptor)

CD111 (Nectin1)

CD112 (Nectin2)

CD117 (c-Kit, SCFR)

CD123 (a tetézec IL-3R)

CD124 (IL-4R/IL-13R)

CD127 (a tetézec IL-7R)

CDw131 (B fetézec IL-3R/IL-5/GM-CSF)

CD133 (Ac133)

+

CD135 (FIt3/F1k2)

CD173 (krevni skupina H typ 2)

CD174 (Lewis Y)

CD176 (Thomson-Friedrenreich antigen)

CD227 (MUC-1)

CD228 (Melanotrensferrin)

+l+ |+ + |+

CD243 (MDR-1)




Intrinsic factors

Self-renewal

Extrinsic factors

Extrinsic a intrinsic faktory regulujici
sebeobnovu adultnich HSC (Okala, 2006)

Bmi1 Notch
Gfi-1 Wnt
PTEN < sm
STATS Tie2/Ang-1
Tel/Etve
p21 _ Self-re newa_l
18 7= LT-HSC
M%L-1 Stem cells Ck‘g (LINS KIT* SCATI* CD34'° FLK29)
Mel-18 _ }
Rae28 S-T—I-_iE-C . .
HoxB4 _ = (LIN- KIT* SCAT CD34" FLK2'9)
Multipatent }
HSC progenitors MPP
[LIN’ KIT* SCAT* CD34H FLK2M)

Schema hematopoézy a fenotyp

aktualnich a potencionalnich HSC - / \
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Kmenové bunky v pupeénikové krvi (v allantois)

Pupecnikova krev obsahuje hematopoetické progenitory existujici, jako pozustatek
extraembryonalnich krevnich ostrivku a endotelie. Diky tomu, jsou tyto bunky geneticky
shodné a fenotypové velice blizké vlastnim krevnim bunkam embrya a je mozné je tak
snhadno pouzit jako transplantacni step pro z tohoto embrya vzniklého jedince. Jejich
mnozstvi lze navic navysit indukci jejich proliferace koktejlem pro-hematopoetickych
cytokinu.

V soucasnosti bylo publikovano, ze pupec¢nikova krev muze byt také zdrojem
mesenchymalnich bunék, snad podobné MSCs i s jejich potenci. Tyto vysledky je vSak
treba jesté dukladné oveérit.

M Trophoblast
e—o_Trop '-L-b:..:f:v
{ giant cells

Chorionic
ectoderm

Allaniois

island

l'l. Visceral endoderm
7

¢ F
r 9
l_~Definitive endoderm 5 o
Labyrinth o 4———— Allantois
[ {umbilical cord)

<7 7.5dpc 12.5 dpc




| Endotel |

- jednovrstevny dlazdicovity epitel tvoreny endotelovymi bunkami adherovanymi
k bazalni membraneé

- tvori vystelku cév pripadné cévy samotné (mikrokapilary)

- v pfipadé cév jsou z druhé strany bazalni membrany bunky hladké svaloviny
a podle typu organu také mnozstvi pericytu (viz. mesenchym), pericyty jsou
i v mikrokapilarach

- endotel je prostupny pro pericyty, monocyty/makrofagy, leukocyty a lymfocyty

- endotel je také vyznamnym zdrojem mnoha rustovych faktoru, diky tomu hraje
vyznamnou ulohu v homeostazi dané tkané

- obnova endotelu probiha z endotelovych progenitorii (kmenovych bunék?),
které jsou vmezereny mezi endoteliemi, pripadné plavou v krevnim recisti.

- nékteré prace ukazuji na spoleéného predchtidse endotelii a HSCs
(CD31*- — PECAM1 (Platelet endothelia cell adhesion molecule 1), CD34*, CD45%)
pripadné také na schopnost vzajemné transdiferenciace téchto dvou bunéénych
populaci. Adultni progenitory pro hematopoézu a endotelie byly isolovany
z krve a kostni difené s fenotypem CD34+, Flk-1+, AC133. Podobné bylo
prokazan spolecny progenitor v pribéhu embryogeneze pro endotelie
a bunky hladké svaloviny. Jestli takovy progenitor existuje i v dospélosti neni
dosud znamo.
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Srdce, srdecni sval a jeho regenerace

Kardiomyocyty + Endotelie + specializované svalové bunky Hisova svazku
a Purkyniovych viaken + SP apod.?? + vazivo (fibroblasty)?

Srdecni sval mize mohutnét zejména hypertrofii svych bunék, ne jejich namnozenim,
a tak moznosti autonomni regenerace po poskozeni jako je infarkt myokardu, ischemie
apod.., jsou znacné omezené. Proto jsme se domnivali, ze myokard neobsahuje
zasobu progenitoru k reparaci. Navic se vyraznéjsi déleni kardiomyocyttl zastavi casné
po narozeni, stanou se senescentnimi a jejich pocet se béhem zivota jiz za normalnich
okolnosti zasadné nezveétsuje.

Nékteré recentni prace vsak ukazuiji, ze i u srdce miizeme predpokladat jisté
regeneracni schopnosti, a to bud’ diky zbytkovym progenitorim nebo schopnosti
(nékterych?) kardyomyocytu proliferovat v odpovéd na poskozeni.

Byla také prokazana schopnost regenerace srdce cirkulujicimi progenitory,
jak ukazuji sex-mix transplantace srdce. Analyza distribuce X chromosomu ukazala,
ze se pravdépodobné nejedna o flizi bunék, ale o diferenciaci progenitorti (SCs ?),
presto jiné prace prokazali jen fuzi mezi burikami.

- vyuziti transplantatt napf v podobé kardiomyocytu ziskanych z ES bunék je zda se
komplikovanou jinou synchronizaci tepu.




Tyto regenerujici buniky jsou pravdépodobné SP a c-kit+ bunky kostni dréné
(MSCs?)Y), i po injikaci, se prednostné usazuji napr. v misté ohranicujicim infarkt2).
Mechanismus regenerace srde¢niho svalu nemusi vSak byt spojen prfimo s
diferenciaci téchto zde se akumulujicich bunék, ale muize byt vyvolany také rastovymi
faktory, které tyto bunky produkuiji (viz. MSCs) a tak stimuluji bud’ samotné
kardiomyocyty, nebo a to spise endotelové bunky vystylajici mistni cévy. Endotel
snad sam o sobé ma regenerac¢ni schopnosti pro nékteré tkané3. Neni vS§ak dosud
jasné zda tento regeneracni (transdiferencia¢ni ?) potencial maji samotné endotelie
nebo dalsi typy bunék nachazejici se v primém kontaktu s endotelem (SP buriky,
MSCs?, fibroblasty).

1 MSCs, SP buniky, BMSSCs, MAPCs, se "v malém mnozstvi vyskytuji i v krevnim
recCisti. V navaznosti na pozkozeni organismu, podle nékterych teorii, se pocty téchto
bunék v krvi zvétsuiji.

2) ,Signal poskozené tkané“. Cirkulujici (i napf MSCs / BMSSCs) progenitorové

a kmenové bunky maji tendence (ziejmé podobné jako buriky imunitniho systému)
akumulovat se v poskozené tkani. Podstata tohoto signalu neni presné znama.
Ziejmé je vSak podobného charakteru jako zname z imunitnich reakci a z procesii
regenerace (chemoatraktanty — chemotaxe, pathotaxe)

3) Je podezieni, ze endotel muze davat vznik hematopoetickym progenitorim (viz.
napfr. hematopoéza v sténé dorsalni aorty (AGM) embrya a extraembryonalni prvotni krevni
ostrivky priabéhu embryonalniho vyvoje atd..




Hypotetické moznosti regenerace srde¢niho svalu

: Q/] Progenitory ,,kmenové burnky*
z krevniho obéhu

Spici progenitory
kardiomyocytu (SCs?)

Proliferace kardiomyocytl

Detekce bunék v srdec¢ni svaloviné exprimujicich

c-kit (zelena) MDR1 (ruzovo-fialova) Sca1(zluta)
von Willebranduv faktor (bila)




Kostra - skelet

chrupavka (chondrocyty) + kost (osteoblasty a osteoklasty)
- vyvoj kongéi v puberté

chondrocyty

klidova zéna

prolifera¢ni zéna
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osteoblast
Runx2* -> Osx
Fos, AFos, Fra-1

vaskularizace

osifikace
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osteoklast

osteoblast
(mineralizujici)
Osteocalcin

/

-- regenerace

*Runx2 -/-, jen chrupavka




klidova zéna

prolifera¢ni zéna

riustova zona

fenotyp chondrocytu v prabéhu jejich diferenciace

chondrocyty
kolagenlli (o) (o)
0% o 9% i
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lhh — Indian hedgehog
PTHrP — od parathyroidniho hormonu
odvozeny peptid (PTH-related peptide)
Fgfr3 — receptor 3 pro FGFs
kolagen|X g P P

* Sox9 aktivuje expresi kolagenu typu I, 1X, XI
Sox9 -/-, nevznikaji chondrocyty




| Ledviny |

- velice mala schopnost regenerace

- slozity vyvoj, rizna regulace a odlisné typy bunék mezi pronefros,
mesonefros a metanefros

- multipotentni buniky, kultivovatelné in vitro a integrujici se v riiznych
oblastech ledviny objeveny ve sténé renalnich papil (Oliver 2004)

- klicoveé geny pro vznik ledvin: lim1 (homeoboxovy gen); transkripéni faktory
Pax2, Pax8

- geny klicové pro regulerni vyvoj ledvin: Wnt4, BMP7; transkrip€ni faktor
FoxD1, pod-1; PDFG/PDGFR
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|SSC ,entodermalniho“ pivodu |

|Jétra a pankreas |

Embryo

~ &
S, -
0 . &
%, @b
% |Endoderm| %

|

Ventral foregut
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Hepatopancreatic
stem cell
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-'"-- - ",
el o

Hepatoblast Pancreatic precursor
; ———

PR l > Ducts

.-'f \ S
7 \ ! e
4 b ¢ A
Hepatocyte) - Bile duct Endogrine ™ /Exocrine
epithelial cell calls cells

Béhem embryogeneze vznikaji jatra a pankreat ze spole€ného progenitoru/kmenové bunky.
Pritomnost takové burnky v dospélém organismu, vsak nebyly dosud prokazana.




a) vlastni jaterni bunky
hepatocyty (albunim), ovalné bunky (vlastni jaterni kmenové bunky, c-kit, SCF, Thy1
albumin / CK19), epitelialni bunky zluéovodu (CK19), hvézdicovité bunky

b) dalSi typy bunék v jatrech
endotelie, krevni elementy, Kupferovy buriky, SP bunky,..

Jaterni tkan bézné regeneruje proliferaci vlastnich hepatocytu (hepatotektomie),
pripadné proliferaci a diferenciaci ovalnych bunék (otravy, pozkozeni chemikaliemi).
Jednotlivé typy bunék jsou jsou preferovany podle typu pozkozeni. Hlavni
proliferaci indukujici faktor je HGF (hepatocyte growth factor), na celkové regulaci
regenerace se pak podileji i IL-6 (interleukin 6), TNFa (tumor necrosis factor a),
TGFa (transforming growth factor a), EGF (epidermal growth factor a)

- regenerace jater HSCs: c-kit+++, Thy+--, Lin-, Sca1+ (fenotyp KTLS)
z kostni dreneé tvori po transplantaci do jaterni tkané, zda se funkcni hepatocyty

- regenerace jater MAPCs a BMSSCs: MAPCs se usazuji v jatrech (chiméry
i transpalntace) a i in vitro davaji vznik hepatocytt (?!). BMSSCs, se usazuji v
jatrech, ale zda se, ze zejména flzuji s tamnimi hepatocyty (Casté karyotypy
pfi sex-mix transplantacich jsou XXXY a XXXXYY). PIna funkénost téechto MAPCs
a BMSSCs derivatu vSak zatim nebyla prokazana.




Model zapojeni se HSCs / hematopoetickych progenitoru
Vv regeneraci jater
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Pankreas

a) exokrinni bunky (travici enzymy) a epitelialni bunky tvorici kanalky
pro odvod téchto enzymi do dvanactniku

b) endokrinni bunky a (glukagon), 8 (insulin), & (somatostatin) a pp-bunky
(pankreaticky polypeptid)

- prekurzor pankreatu (embryonalni) exprimuje transkrip¢ni faktor ,,pdx7“

- posledni studie ukazuiji, ze 3 bunky se neobnovuji z kmenovych bunék,
ale svou vlastni pomalou proliferaci. Exprimuji insulin, Pax6, HNF3p.,..

- endokrinni bunky maji velice podobny

vyvojovy program jako bunky neuralni islet
(NeuroD, is11, Nkx2.2, Nkx6.2,...) rozdil
je zejména v insulinu a pdx1

- epitelialni bunky kanalkl se sebeobnovuji
podobné také exokrinni buriky acint

- SCs pankreatu nebyly dosud objeveny

- diferenciace BMSSCs (?) do 3 bunék byla
jednou prokazana, ale nezopakovana

- bunky pankreatu mohou tvofit hepatocyty
u ¢lovéka spontalné (in vivo), u potkana
to Ize navodit experimentalné, opacneé
to nefunguje, avsak exogenni exprese
pdx1 v hepatocytech z nich déla bunky pancreatic epithelium
exprimujici insulin a znaky exokrinnich
bunék, podobné i u bunék embryonalniho

epitelu streva




Kmenové bunky strevniho epitelu

STREVNI EPITEL (u hlodavcd se kompletn& obméni ~ po 4 dnech)
poharkové bunky — hlen

Panethovy bunky — bakteriocidni faktory (lysozym, defensiny + TNFa)
epitelialni bunky (apikalni mikrovili) — resorpce

Neuro / enteroendokrinni buriky — peptid. hormony

M-bunky — prenos antigenu k lymfocytim Peyerovych platu

kmenové bunky strevniho epitelu

mesenchymalni burnky ,,lamina propria“
fibroblasty, fibrocyty, endotelie, bunky hladké
svaloviny, a strevni subepitelialni myofibroblasty

- ISEMF (intestinal subepithelial myofibroblast) TA cell
které produkuji ristové faktory regulujici
proliferaci a diferenciaci epitelialnich bunék
(HGF, KGF, TGF[,)
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Predpoklada se, ze vSechny bunky
kazdé strevni krypty jsou potomky
jediné kmenové bunky J Jednotlivé krypty
se pak mnozi délenim
{\ (dané velikosti krypty)

v

i
S —

(klonalni studie s chimérami)

Crypt
cycle

NejkliCovéjsich faktory regulujici deferenciaci strevniho epitelu
AT = I = jsou Wnt, BMP a Notch. V pfipadé tlustého stfeva také gradient
= = | 1| NaBt, produkovaného bakteriemi v jeho lumen.
= = | || APC - adenomatous polyposis coli

| Pozn. MSCs/BMSSCs se mohou integrovat do stfevniho epitelu, ale neplni
| zde funkci epitelialnich bunék. Integeruji se i do lamina propria, tvofi ISEMFs
- Biffusible Wnt source-* a produkci rastovych faktort podporuji proliferaci stfevniho epitelu (viz. MSCs)




PLICNIi EPITEL

(u hlodavcl se kompletné obméni ~ po 100 dnech)

Proximalni ¢cast plic
(trachea a velké prudusnice/bronchy)

- epitelialni bunky s ciliemi (Foxj1+)

- Clara a bunky podobné Clara bunkam
(Scgb1a1 — sekretoglobin+)

- bazalni bunky (p63+)

- neuroendokrinni buriky

Distalni éast plic (pradusky, prudusinky a alveoli)

- epitelialni bunky s ciliemi (Foxj1+)

- Clara bunky (Scgb1a1+)

- varianta Clara bunék - Clara v

- neuroendokrinni bunky, tvorici neuroendokrinni
téliska (NEBs, exprimuiji
od calcitoninu odvozeny peptid — Cgrp+)

o= T

S E— —iog—K

0O — —mewm—0

Anterior

P
—  Capillaries

Alveali

Cartilage

Submucosal
glands

Trachea and
main bronchi

DN —

MNaursandocrine
|::|__'|| I.
Scgbian

Bronchicalvealar duct junction
.&I'-{EDI}:J,*"

¢

Type || (SHpl)
M Clara (Scghig)

- bunky typu | a Il v alveolech. Typ Il produkuje

proteinové surfaktanty, typ | tésné priléha ke kapilaram

- bronchoalveolarni kmenové bunky (BASCs)




Opravné mechanismy v proximalni ¢asti plic

b Antericr

basalni
bunky (1)
epitelie* (3)

Lumen

bunky s
ciliemi (3)

i

* epitelialni buriky submukéznich zZlaz, mohou regenerovat epitel pradusnic
** nahrazuji buniky s ciliemi po pozkozeni oxidanty




Opravné mechanismy v distalni casti plic

multipotenti BASCs maiji fenotyp

< Sca1*, CD34*, CD45-, Sftpc/Scgb1a1*
- o
: naphtalen

??7? .
TA TA NEB
progenitor, progenitor, _——< 6
neuro- NO, "2
endokr'nn' c Clara Eronchioalveolar
o ! ! (4) typ I duct junction
bunky (6)
/ % /
bleomycin
bunky s typ Il
ciliemi (3) ()
naphtalen

*umi to vSechny Clara buriky ?!




SSC ,,ektodermalniho“ puvodu

Neuralni kmenové bunky — NSCs
(Neural stem cells)
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Gl — glomerularni vrstva

Gr — granularni vrstva

EPI — vnéjSi plexiformni vrstva

Mi — vrstva mitral bunék

IPL — vnitini plexiformni vrstva

cc - corpus callosum

LV - lateral ventricle

CPu - caudate putamen (striatum)
DG - dentate gyrus

SN - substantia nigra

P % ﬂ"‘:‘:—"‘
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\, lokalizace NSCs #8859 | /
R =7
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e Ry
oSt
a) subventrikulatni zéna (SVZ), postranni komory
b) subgranularni vrstva DG
Anterior

Ventricle

Posterior




Oblast s NSCs obsahuje ctyri typy bunék

1) pomalu proliferujici, astrocytiim podobné (GFAP*/nestin*/SSEA1*/CD133%)
bunky - typ B = NSCs

2) spici, pripadé potreby intenzivné proliferujici bunky vzniklé z bunék B - typ C
(TA progenitory, prechodné/transientné se délici progenitory)

3) z bunék typu C vznikaji buriky A = neuroblasty

4) ependymalni bunky - typ E

radial
Shh; Delta/Notch -> Hes M \ glia*
Sox1, 2, 3; Emx2; M

Zic1; Pax6 B > embryo
(NSC)

5 4
E EEGF (in vitro)
(ependym) : @

glia
\) m:"::>
O N ,
/ =] S N
oligo-
dendrocy!

A
nfml o
(neuroblagt) >| *radialni glie — embryo
a Casné postnatalné

migrace




Dalsi charakterizace NSCs

- NSCs jsou Siroce multipotentni a experimenty s chimérami ukazaly, ze NSCs davaji
vznik buinkam vsech tri zarodecnych listl (netvofi pohlavni buriky, nebylo prokazano)

- u chimér se také NSCs nepodili na hematopoéze i presto, ze v pripadé likvidace
hematopoézy zarenim, injikované NSCs ji obnovi (oboji délano s mySmi ROSA26)

- na druhou stranu neni jasné, zda NSCs tvori vSechny typy nervu a glii

- neuralni multipotentni progenitory byly izolovany i z retiny, optického nervu,
hypothalamu, ¢ichovych lalokl, ¢ichového epitelu, a michy

- tyto smésné populace nejsou schopné dlouhodobé proliferace in vitro tak jako NSCs
a také si zachovavaji nékteré epigenetické znaky podle mista puvodu

- po poskozeni mozku je mozno neurogenezi detekovat i v striatu, neokortexu nebo
v mistech kortiko-spinalnich motoneuronu

- NSCs s vékem ubyva, podobné jako ostatni adultni SSCs, kazdopadné je Ize izolovat
z mozkové tkaneé i nékolik hodin (4-6h) po diagnéze klinické smrti

- in vitro se NSCs kultivuji v podobé tzv. ,,neurosfér” ve specialnich médiich uréenych
pro expanzi neuralnich progenitoru, bez séra, ale s nadbytkem FGF2 a EGF

- ,heurosféry“ jsou plovouci Utvary s navySenym mnozstvim neuralnich progenitorut
a NSCs, Ize v nich detekovat jiz i mnozstvi zralejSich typa nervu i glii

- i neuralni progenitory (TA) Ize dlouhodobe kultivovat |c

A

< Chimericka blastocysta
vytvorena po smichani blastomer normalni
a ROSA26 mysi a mysi embrya (11 dpc)
normalni a s ROSA26 chimerické mysi.

>

NSC jsou také schopny rekonstruovat hematopoézu (jornson 1999) EEKe 2000




Epitelialni kozni kmenové bunky — ESSCs
(Epithelial skin stem cells)

Klize — dermis (mesoderm -> mesenchym) + epidermis (ektoderm)

ESSCs (Integrin a6*/CD71-/K15*/K19*/CD34*)1 jsou
lokalizovany ve vyduti po strané vlasové pochvy.
Odtud v pripadé potreby migruji jak do bazalni
vrstvy kryci epidermis, tak k zakladu viasu

k dermalni papile2. V zakladné vlasu, u dermailni
papily, ESSCs vytvafri ,,sekundarni* populaci
kmenovych bunék, odpovédnych za rust viasu.

V basalni vrstvé epidermis davaji vznik aktivné

se délicim keratinocytum, exprimujicim keratiny
K5 a K14. Po jejich prechodu do ,,stratum
spinosum® se tyto keratinocyty prestanou délit

a nastupuji proces terminalni diferenciace

kdy keratiny K5/K14 jsou nahrazeny keratiny

K1 a K10. Poté dochazi k syntéze bariérovych
proteint jako je involucrin, loricrin,..., zplost'ovani
bunék a jejich odumirani.

1 CD71 - receptor pro transferin
2 dermalni papila je shluk mesenchymalnich bunék reguljici rast chlupu




Specializace a signalizace v epidemis

*IRS - vnitrni vlasova pochva
ORS - vnéjsi vlasova pochva
(inner / outer root sheath)
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Morfologie epidermis
a vlasové cibulky

Hair shaft ——

Arrector I"\:‘ _,/;_','
pili ———
Sebaceous —'l|| |
gland I

Hair root —
Hair bulb ——
in follicle 22|

_— Medulla

Copyright £ 2004 Pearson Education, Ino,, publishing as Benjamin Cummings

|- Stratum

Desmosomes

— Stratum
corneum

— Stratum
granulosum

— Stratum
spinosum

basale

— Dermis

Keratinocytes

Langerhans' cell
e ——— 71 Cells are dead; represented only by flat
—_— membranous sacs filled with keratin.

A I |— Glycolipids in extracellular space.

Hair shaft

(b)

(cuticle, cortex, medulla)
Internal epithelial

root sheath

External epithelial
root sheath

Glassy membrane

Connective _
tissue root sheath

Hair papilla

— Subcutaneous —
adipose tissue

=] Cells are flattened; organelles
‘' |— deteriorating; cytoplasm full of
lamellated granules (release lipids)
and keratchyaline granules.

— Cells contain thick bundles of
intermediate filaments made of pre-
keratin.

2, Cells are actively mitotic stem cells;
— some newly formed cells become part
of the more superficial layers.

¥ (— Dermis

Poznamka.

Epitelialni kmenové buriky
podobné ESSCs byly také
nalezeny v o€ni rohovce. Tyto
bunky jsou zde pravdépodobné
pouze bipotentni, avSak po jejich
pfrenosu do epidermis, se chovaji
jako ESSCs a jsou multipotentni!




Nadorové kmenové bunky - CSCs
(Cancer stem cells)

Pdvod CSCs

a) somatické kmenove bunky
b) TA bunky (progenitory)*

Podstatou je akumulace chyb v regulaci
diferenciace, proliferace a apoptoésy.
Tyto chyby mohou byt jak na zakladé
poskozeni/zmén DNA (genul — mutace,
translokace,..), tak na urovni
epigenetickych mechanismu, pripadné
kombinaci obou.

=> chybna odpoved na vnéjsi signaly

(rustové faktory, proteiny ECM, buriky)

Progenitar o
transit-amplifying

Mearmal cells /
stem cell

—e
4
b
Mutations
d
f’m 5
L™

Cancer

stem cell

Mature
tissue

—Bulk .=
T ok

Jordan 2006

* Lze i experimentalné navodit zvySenim exprese oncogenu, napf ras + myc.




Kmenové bunky nadort jsou zodpovédné za navrat (relaps) onemocnéni a metastaze

CSCs podobné jako jiné SSC -> rezistence na toxické faktory (MDR proteiny)
-> pomala proliferace (=>self-renewal)

A
o
Mutations =——— e
Mormal stem <ell Mew cancer !
or progenitor cell stemn cell |
RERERR Primary tumer
B
I.
Fa ~©
— Chemuoathera py ——a= —_—
f Refractary cancer I
stem cell '
Primary tumai Relapsed tumar
C
| r
-
! [umar E .
el escape ad
IMetastatic cancer
stern cell Wietastases
Prirary tumal Jordan 2006

- maji vSechny nadory benigni/maligni/metastazujici CSC?
- ne vS§echny bunky izolované z nadoru jsou schopny davat nadoriim vzniknout
- in vitro jsou nadorove linie s SP bunkami (jejich SC ???) i bez SP bunék!
- SSCs jsou pro danou tkan prakticky stejné, u CSCs to ale neplati
(rozdily ve fenotypu i genotypu) = mnohé nadory i CSCs maji jedinééné vlastnosti!




Primary Metastasis or
tumaor local recurrence

Tumor resection
and adjuvant

therapy Model regulace tumorogeneze

presmykem aktivity MAPK Erk a p38
Ranganathan 2006

TUMOR MASE

“Disease-free” pariod
e

A — znazornéni progrese nadoru u pacienta

Angioganesis-
depandent

dormancy

B — proliferace x dormance (quiescence) nadorovych
bunék v zavislosti na aktivité¢ MAPK Erk a p38
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Dobfie prokazané CSCs jsou u nadoru ptivodu
neuralniho hematopoetického prsniho

B C

Meural Hematopaistic Mammary
stem cells stem cells stem cells

| . All types of
_— | blocd cells
ey / Breast

Jordan 2006




Hematopoetické CSCs

chronicka myeloidni leukemie (CML)
akutni myeloidni leukemie (AML)
akutni lymfoblasticka leukemie (ALL)

CSCs byly jasné prokazany u AML a CML, a jsou s vysokou pravdépodobnostii u ALL.
Diky tomu, je u téchto onemocnéni nedostateéné pusobeni béznych

antiproliferativnich farmak.

AML - IL3-R* (neni u normalnich HSCs), CD33* (IgSF, sialoadhesin)
- CD33 se zda byt vhodnym pro rozpoznani AML CSCs (imunoterapie),
navic byl prokazan u nékterych dalSich leukemickych CSCs.
- vysoka aktivita NF-kB a PI3BK u AML SCs, ale ne u HSCs, farmakologicka
inhibice NF-kB a PI3K nebo mTOR (target of rapamycin; substrat PI3K)
shizuje proliferaci AML SCs, ale ne HSCs (=>CSCs specificka terapie)

CML - charakteristicky flizni gen BCR-ABL (=> nadbytek ABL kinazy), inhibitory
ABL (imatinib mesylate, dasatinib) potlacuji leukemii, ale ne jeji SCs,

=> vysazeni vede k obnové onemocnéni




Neuralni CSC - NCSC

- neuralni CSCs se pripravuji a vytvareji (v kulture) podobné jako NSCs sférické plovouci
utvary (= neurosféry)

- neurosféry mohou byt rozsuspendovany na jednotlivé buriky, z nichz nékteré jsou
multipotentni a jsou schopné vytvorit novou neurosféru, pripadné davat vznik vSem
znamym skupinam neuralnich bunék (neurony + glie, stejné pro NSC i NCSC)

- NSCs i NCSCs exprimuji povrchovy antigen CD133 (AC133), u nékterych gliomu bylo
prokazano, ze pouze CD133* bunky izolované z téchto nadort jsou schopné tyto
nadory po transplantaci vyvolavat, kdezto ostatni bunky ze stejného nadoru ne,

a to ani v pripadé aplikace o 104 vy$Si koncentrace bunék

- U NCSCs je také dobre prokazan vznik jak z NSCs, tak z neuralnich prekurzoru
(TA bunék, pro které jsou znamy dlouhodobé kultivacni podminky pro rust in vitro)




SC a CSC mlécnych zlaz — MaSC a MaCSC (Mammary CSC) |

- MaSCs —> SP populace Sca1* a liniové negativnich (B220-, Gr-1-, Mac-1-, CD4-,
CD5- a CD8-) bunék tvoricich ,mammosféry“ (podobné jako neurosféry obsahuiji
jak SCs, tak mnozZstvi progenitoru a diferencovanéjSich typu bunék)

- kmenové bunky mléénych zlaz jsou schopné dat vznik prsni tkani po transplantaci
do vhodného prostredi

- z metastazujicich prsnich nadort byly izolovany buriky CD44*/CD24-, schopné tyto
nadory vyvolavat po nasledné transplantaci, oproti 100 nasobnému mnozstvi ostatnich
bunék izolovanych z takového nadoru

- pravdépodobné ne vSechny CD44+/CD24- maji potencial CSC

- CD44+/CD24- bunky nejsou také pravdépodobné odvozeny od MaSCs ale od TA

Multipotential "_;;" “. Il Ecadherin
LT-LRC é LZ} L] H Int=grin
l ¢ OF Double positive
l OM Double negative
P H21c
sTLRC & % P
, CK19
k.b Tumorigenic path
T aKkiape ] cDaavicDa24
SP/TA " EMA/CALLA DN 1.}
{® ER &
" PR
_-),l. 9 LT-LCR (long term label retaining cell)
SCA1 P D 19k ¥o¥ ST-LRC (short term LRC)
l l l l ER — receptor pro estrogen
PR — receptor pro progeteron
Committed ([JOOCID e CD24 — povrchovy protein s GPI kotvou
Luminal Myoepithelial CD44 (H-CAM)
Woodward, 2005




METAPLASIE (- TRANSDIFERENCIACE?!) |

metaplasie — preména kmenove nebo progenitorové burnky jednoho
typu tkane v progenitor tkane jiné
transdiferenciace — pfeména burky jednoho typu na buriku typu jiného
bez priuchodu bunécnym cyklem
transdeterminace — metaplasie v prubéhu embryogeneze
Rawlins & Hogan (2006) Development 133, 2455-2465

Potencialni moznosti:

1) Prima preména fenotypu bunky jednoho typu v bunku typu jiného
- s proliferaci (metaplasie)
- bez proliferace (prava transdiferenciace)

2) Prvné smérem zpét v diferenciaéni fadé a nasledné diferenciace
do jiné diferenciaéni rady (rediferenciace a nasledné diferenciace).
Za pozorovane jevy ziejmé ale odpovidaji zbytkové populace progenitora.
- s proliferaci
- bez proliferace (silné nepravdépodobna existence)

Pristupy:

a) Vneéjsimi faktory

b) Exogenni expresi vhodnych genu

c) Preprogramovanim jadra cytoplasmou jiné bunky
(sem patfi i terapeutické klonovani)

d) Kombinaci vySe zminénych postup




diferencované ?

bunky C
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diferenciace
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- zmény v metylaci DNA / metylacnim paternu (CpG a CpA oblasti)
tyto modifikace jsou relativhé obtizné zménitelné
- zmény v metylaci / acetylaci / fosforylaci histon

- telomery / telomerazy
- zmény v PcG proteinech

=> transkripce jinych genu = jiny fenotyp




A. vnéjsimi faktory

- mala a ¢asto sporna ucinnost

- zavislé na bunééném typu, €asto jen u SCs a TA bunék

- pokud je to mozné, tak se vétsinou jedna o malou zménu / krok
('neni uplné jasné, jestli je potreba rediferenciace!)

- uplatnitelnost in vitro spiSe s nékterou z dalSich metod a zejména pro
zachovani ziskaného fenotypu re- / transdiferencovanych bunék

Priklady:

- exokrinni buniky pankreatu -> hepatocyty

- epitel hitanu -> strevni epitel (po poSkozeni Zaludecnimi kyselinami,
tzv. Barrettova metaplasie)

- progenitory glii ???

- pigmentové bunky oka (iris) -> buniky rohovky (u Colka)

- nékteré kultivacni experimenty ukazuiji, ze rizné progentory / SCs
mohou nabyvat fenotypu jini diferencia€ni rady,
napi SCs / TA epidermis x nervova tkan

- B-lymfocyty mohou tvofit makrofagy




B. exogenni exprese vhodnych genl

- vyrazné uc€inéjsi nez pusobeni vnéjsich faktoru

- ,vhodné“ geny jsou zejména cytoplasmatické pro-onkogeny / onkogeny
a transkripc¢ni faktory

- epigeneticka pamet’ bunék (zejména metylace DNA), ale zrejme
nedovoluje uplnou zménu

Priklady:

- nadbyte€éna exprese Ras a c-Myc indukuje ¢asteénou rediferenciaci a transformaci
- exprese Pdx1 (marker 3-bunék pankreatu) navozuje ¢aste€ny fenotyp [-bunéek
u hepatocytu a strevnich epitelialnich bunék
- exogeni exprese c-Myc, Kif4, Oct4 a Sox2 navozuje fenotyp ESCs => IPSCs
u embryonalnich fibroblastt (mys)
- transdeterminace Pax a Hox geny (napr. Pax-6 a oci)




C. Preprogramovanim jadra
cytoplasmou jiné bunky
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- zavislost na momentalnim stavu
bunky

- velice u€inné, ale prenos jadra malo
uspésny u savcl

- fize bunék je ale relativné bézna

bunécna flize - spojeni cytoplasmy a jader
dvou bunék za vzniku bunky
jediné
— produkt fize bunék jasné
odliSitelnymi dvéma nebo
i vice jadry
hybridni burika — vznikne kdyz heterokaryon
projde mitézou za vzniku bunky
s jednim jadrem ale s vice jak
2n DNA (nemusi obsahovat
kompletni jadernou DNA

puvodnich bungk)

heterokaryon




Heterokaryon Purkinova neuronu v mozecku
Uplné reprogramovani terminalné a GFP*-BMSSC
diferencované bunky cytoplasmou
oocytu u zab (ale i savci).

Blastula Intestine BMSSCs exprimujici 3-galaktosidasu
LT pod kontrolou svalové specifického
promotoru

Regenerace samicich Fah -/-
letalnich jater (FAH — fumarylaceto-
acetate hydrolaza) transplantaci
sam¢ich HSCs

Detekce Y chromozomu v jatrech
po transplantaci (dole) a FAH
aktivity vpravo nahofre.

Mys klonovana z jadra
c¢ichového nervu
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Reprogramovani jadra, metylace DNA a chyby v embryogenezi
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Analyza exprese Oct4 mRNA u klonovanych
a kontrolnich blastocyst (in situ hybridizace).
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rastu ICM.

GFP in vitro.

Ucinek reprogramovani jadra diferencované
bunky na expresi Oct4-GFP a schopnost

Vyvoj klontl a IVF/ICSI embryi exprimujicich
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chi sguare (1) = 17.88; p=0.001

Reconstrcted Two-cell Morulae Blastocysts CFP Huorescent Replicates

Mucleus donor OOCYEES 1 stage n |7 (% of 2 cells| n % of 2 cells) blastocyses o %] n
Wild-type nuclei

Cumulus eell 101655 852 (RO Al g5 1000 MA A
Cetd-GFP nuclei

Cumulus cell 1513 1935 [FTH" A | 65 (9] 135 (82 aw

Ceerm cell K] SO0 (RIS 17R (6] 171 (98| 15

IVF Bos" GBS (T4 4900 | T4 ARG (99" |2

5] 1135 H20a | T1H &5 441|550 385 (R0)° 14

IVF, in vitro fertilized; ICS] intracytoplasmic spenm injection; GFP, Green Fluorescent Protein; NA, not applicable.
Comparison of proportions (%) based on Student ¢ test (vwo tails); superscripes a—d indicate signiticant difference (p < 0.05) berwesn

the values within the same column.
“Insem inatid.
‘Survived sperm injection.




