Fyziologie kmenovych bunek

\Self-renewal
So

Prolifération

Jifi Pachernik
E-mail: jipa@sci.muni.cz
Tel: 532 146 223/ 116

Podporeno FRVS 540/2007



KMENOVE BUNKY

- zdroj bunék dané tkané / organu

- primarni bunky pro danou strukturu

Schopnost
- davat vznik dalsSim typum bunék (schopnost diferencovat)

- sebeobnovy (selfrenewal)

=> kmenovost (stemness)



Déleni bunék a jejich sebeobnova‘

Déleni bunék (proliferace

Symetricky — vznikaji dvé identické buriky @) _.@

@

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

— obé nové vzniklé bunky maiji i novy fenotym, jsou dalSim stupném v dané diferenciacni linii

diferenciacni délenim symetrické diferenciacni délenim asymetrické
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Diferenciace (rozruzriovani) bunék

- Buriky méni svUj fenotyp v na zakladé zmény exprese svého genotypu v disledku vnéjsich signald.

- Regulace diferenciace je Casto provazana s proliferaci (epigenetické zmény v jadie b&éhem mitotického cyklu?).
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* Casto proliferuji a maji schopnost
kratkodobé sebeobnovy.
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Terminalné
diferencovana bunka**

% maturace

** Post-mitotické buriky = uz se nikdy nedéli.
Ne vSechny terminalné diferencované buriky
jsou post-mitoticke.



| Diferenciace bunék |

prestavba genomu / chromatinu —> exprese jiného paternu genti —> jina morfologie,
jiné funkce a potencial

Determinace — predurceni pro danou diferenciacéni linii / drahu

geny a jejich produkty
- ,houskeeping* (metabolismus, transkripce / translace, zaklady cytoskeletu)

- vSeobecné abundantni (transripce/translace, cytoskelet, komponenty signalnich drah)

- specifické (enzymy, specifické transkripéni faktory, cytoskelet — komponenty
intermedialnich filament, s cytoskeletem asociované proteiny)
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Z hlediska schopnosti tvorit dalSi bunééné typy se buriky déli na:
Totipotentni — mohou z nich vznikat vSechny bunky daného zivoc¢isného druhu
Pluripotentni — mohou dat vznik vS§em bunkam budouciho jedince (v8echny tii zarodeéné listy)
Multipotentni — muze z nich vznikat vétSi pocet bunéénych typl dané bunééné rady
(Oligopotentni — podobné jako multipotentni, ale méné typu)

Unipotentni — davaji vznik jen dvéma typlim bunék

Nullipotentni — mohou se pouze délit, neméni fenotyp

totipotentni pluripotentni, multipotentni, ....
bunky bunky



Totipotentni buriky

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

- Existuji pouze prechodné
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implantation
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Ztrata totipotence v prabéhu ¢asné embryogeneze
- vznik nerovnomérnych podminek pro rist bunék
- tento proces je ireverzibilni

Early 8-cell stage Later 8-cell stage 16-Cell stage 32-Cell stage
(compaction) {blastocyst)

The inner cel|
miass will form

the emliryo.

contacl betwesn cells.

[Ti £ht junctions maximirEJ

The: trophoblast will become
part of the placenta.

http://biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chap13/Chapter_13.htmli#fertilization




Déleni bunék 2-bunééného embrya, uréeni polarity a jeji vliv na dalSi osud blastomer
Magdalena Zernicka-Goetz 2006

ME

80% of all embryos

M — meridialni / E - ekvatorialni




Orientace blastomer 4-bunééného embrya

a jeji vliv na zachovani absolutni totipotence

téchto bunék

still permits

"ME"” EMBRYO

CHIMERA OF A/V CELLS

CHIMERA A OR V CELLS

-->

regulative development

s BUT 5

Piotrowska~Nitiche et al., Development 2005
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Pluripotentni burnky (savci)

a) In vivo: bunky vnitini bunééné masy
bunky epiblastu / primitivhiho ektodermu
bunky neralni listy (4ty zarodecny list)

kmenové bunky teratomu (?)

| (somatické kmenové buriky?)

b) In vitro: embryonalni kmenové burky
embryonalni zarode€éné buriky
embryonalni nadorové burnky

(kmenové buriky teratomu)

| (somatické kmenové buriky?)
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Boiani & Scholer 2005

Kmenové bunky mohou byt pluripotentni, multipotentni, ...
ale pluripotentni nebo multipotentni buriky nemusi byt kmenove.




P|eopotence pluripotentni burika

(zména v determinaci)

multipotentni / . \ multipotentni
tkanové specificka burika Pleopotence tkanove specificka burika
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terminalné diferencované bunky




KMENOVE BUNKY

Schopnost sebeobnovy = self-renewal

Schopnosf davat vznik Jm)"m 1ypﬁm bunek - pluripotence /

multipotence / .....
=> kmenovost = stemness

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

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

= VYHRAZENE (PROFESIONALNI|) KMENOVE BUNKY

- Nékteré somatické, terminalné diferencované bunky si zachovavaji schopnost
sebeobnovy a v pfipadé potreby i multipotence, normalné jsou ale quiescentni
(spici)
= FAKULTATIVNIi KMENOVE BUNKY (snad né&které hepatocyty a buriky

plicnich epitelt)

- 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 nejcastéji multipotentni, snad nektere i pluripotentni Ci unipotentni

- jsou zakladnim zdrojem bunek pro regeneraci organismu a homeostazi

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

- s vekem jich ubyva, ale pravdépodobné nikdy béhem zivota jedince uplné nevymizi

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

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

Somatické kmenové bunky (embryonalni a adultni)

Bunky nékterych zarode€nych linii (neuralni lista, primordialni zarodecné bunky)
a kmenoveé bunky trofoblastu




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

- jsou pripravené 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), nektere
pluripotentni (embryonalni pivod)

- mohou byt zdrojem bunek pro regeneraci organismu

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

- maji spoleCné znaky s embryonalnimi a nadorovymi bunikami = dlouhé telomery,
specifické proteinové markery, velky jadro / plasmovy pomér,...
- 7?7

Embryonalni kmenové bunky

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

Embryonalni zarode€né bunky
-> odvozene z primordialnich zarodecnych bunék

Embryonalni nadorové bunky
-> odvozené z kmenovych bunék teratomu

Somatické kmenové bunky odvozené
-> odvozené ze somatickych kmenovych bunék




REGULACE KMENOVYCH BUNEK

Existence kmenovych bunék je regulovana

a) vnitrnimi (intrinsic) faktory (vyvojové specifické transkripéni faktory
a specifické kombinace drah transdukce signdlt)

b) vnéjsimi (extrinsic) faktory (v niche)

Kmenové burky mohou existovat jen v prislusSném ,NICHE"

Co v NICHE najdeme?

rustové faktory, proteiny extracelularni matrix, povrchy
bunék / bunécny kontakt, hypoxie, nedostatek Zivin?

Podobné jako se zdaji byt SSCs tkdnové/orgdnove
specifické,
jsou specifické i jejich ,niche".
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Naveiras, 2006
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Symmetric
Huttner 2005
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ASYMETRICKE DELENIi BUNEK

O symetrii déleni rozhoduje

- orientace déliciho aparatu (vreténka)

- polarizace bunék v tkani
- gradienty v bunce

=> souvislost s niche
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Uloha (trimerickych) G-proteint v regulaci polohy déliciho vreténka

Nahodna orientace mitotickeho vietenka

Symetricky délici se bufika

Asvmetricky délici se bufika

== Podnét lateralni polarity

v Proteiny wéujici neuralni osud budlkcy
Gpy v komplexu s Ga
» Volny GBy

.
A

[naktvovany volny Gy

Horizontalni orientace vietenka
u bunék s inhibovanymi Gy
I |

Svmetricky delici se bufika

Tsai 2005




Vybrané signalni drahy

Signalni draha LIF (leukemii inhibujici faktor) -> gp130 signalling

LIF LIF

LIF

gp130/LIFR

Evolucné se zd3, Ze tato draha hraje dulezitou ulohu v regulaci pluripotentnich
a snad i multipotentnich bunék u zivo€ichtl obecné (prokazano i u Drosophily)



Vyznam gp130 signalizace v prubéhu embryogeneze

ES calls

gp130--
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Boiani & Scholer 2005




Signalni draha FGFs (Fibroblastové rustove faktory) |

\ |\ nucleus /- Bottcher a Niehrs, 2005




Signalni draha TGFp / BMPs
(Transformuijici rlstovy (growth) faktor 3
kostni (bone) morfogenetické proteiny)

Cytoplasm




CROSSTALK FGF & TGF DRAHY TRANSDUKCE SIGNALU
PotlaCeni sérového BMP pfidanym FGF-2 => inhibice diferenciace hES

m Massague, 2003
EGF. HGF —» Ras —I*MEf1
Erk1,2
Other kinases
TGFJ, Nodal,
EMP Activin
receptor receptors
P v P v
MH1 (L4 MH2 [P MH1 MH2 (P
L Nuclear Smad2 Nuclear
import import
A Y
Epidermal differentiation Mesoderm

Mesoderm ventralization induction




Signalni draha Wnts

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

b)

S

C00— JMNKE  CBP/R3I00

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.



Kadheriny sprostredkovana
komunikace mezi burkami

Phosphorylation sites
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Collagen (

Integriny zprostredkovana
transdukce signalu




Signalni draha jadernych receptorti obecné
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Boghog 2; Wikipedia
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| Signalni draha jadernych receptoru
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| HYPOXIE |

(PDGF, TGFE, WA, TNFa, ILG,ILE,L10)

GROWTH FACTOR & CYTOKINES
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov//pubmed/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov//pubmed/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov//pubmed/

HYPOXIE & HIF (hypoxii indukovany faktor)
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Prateolytic
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»_} Nucleus
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Angiogenesis Protechysis
Erythropoiesis pH regulation
Apoplosis L & Glucose metabolism

Cell proliferation and survival

HIF-1a regulation by proline hydroxylation
Expert Reviews in Malecular Medicine 2005 Published by Cambridge University Press




HYPEROXTIE x NORMOXIE x HYPOXIE x ANOXIE

anoxie - 0% kysliku
tkanova hypoxie - 0-3% kysliku
tkanova normoxie - 3-5% kysliku

atmosféra - 21% kysliku

In the human organisms, O2 concentration varies significantly between the tissues: in
the lung parenchyma and in circulation (McKinley and Butler, 1999; Saltzman et al.,
2003; Johnson et al., 2005; Wild et al., 2005), as well as in well irrigated
parenchymal organs (liver, kidneys, heart; Wo™ Ifle and Jungermann, 1985;
Jungermann and Kietzmann, 1997; Roy et al., 2000; Welch et al., 2001; Mik et al.,
2004) it is comprised between 14% and 4%. In other tissues, relatively less irrigated,
O2 concentration is even lower: in the brain, it varies from 0.5% to 7% (Whalen et
al., 1970; Nwaigwe et al., 2000; Hemphill et al., 2005) in the eye (retina, corpus
vitreous), from 1 to 5% (Buerk et al., 1993; reviewed in Yu and Cringle, 2005), in the
bone marrow, from 0% to 4% (Tondevold et al., 1979; Chow et al., 2000).



