METAPLASIE (- TRANSDIFERENCIACE?!) |

metaplasie — preména kmenové nebo progenitorové bunky jednoho
typu tkane v progenitor tkané jiné
transdiferenciace — pfeména buriky jednoho typu na bunku typu jiného
bez prichodu bunécnym cyklem
transdeterminace — metaplasie v pribéhu embryogeneze
Rawlins & Hogan (2006) Development 133, 2455-2465

Potencialni moznosti:

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

2) Prvné smérem zpét v diferencia€ni radé a nasledné diferenciace
do jiné diferenciacni rady (rediferenciace a nasledné diferenciace).
Za pozorované jevy ziejmé ale odpovidaji zbytkové populace progenitoru.
- s proliferaci
- bez proliferace (silné nepravdépodobné)

Pristupy:

a) Vnéjsimi faktory

b) Exogenni expresi vhodnych genti

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

d) Kombinaci vySe zminénych postup
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- zmény v metylaci DNA / metylaénim paternu (CpG a CpA oblasti)
tyto modifikace jsou relativné 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 potfeba rediferenciace!)

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

Priklady:

- exokrinni buriky pankreatu -> hepatocyty

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

- progenitory glii ???

- pigmentové bunky oka (iris) -> bunky rohovky (u colka)

- nékteré kultivacni experimenty ukazuji, ze rizné progentory / SCs
mohou nabyvat fenotypu jiné diferenciacni rady,
napr SCs / TA epidermis x nervova tkan
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B. exogenni exprese vhodnych genu

- vyrazné uc¢inéjsi nez puasobeni vnéjsich faktor
- ,vhodné* geny jsou zejména cytoplasmatické pro-onkogeny / onkogeny
a transkripcni faktory

- epigeneticka pameét bunék (zejména metylace DNA), ale nedovoluje tupinou

zmeénu, je potireba nékolikateré déleni bunék, pokud je dana zména viubec

mozna, vlastni fenotyp se ale meéni velice rychle

Priklady:

- nadbyte¢éna exprese Ras a c-Myc indukuje ¢aste¢nou rediferenciaci a transformaci
- exprese Pdx1 (marker B-bunék pankreatu) navozuje ¢aste€ny fenotyp B-bunék
u hepatocytu a strevnich epitelialnich bunék

- exogeni exprese c-Myc, Klf4, Oct4 a Sox2 navozuje fenotyp ESCs => IPSCs

u embryonalnich fibroblasta (mys), ale i dalsi buniky
- transdeterminace Pax a Hox geny (napf. Pax-6 a oci)



iPS bunky — indukované pluripotentni bunky
(Hochedlinger & Plath 2009)
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* Silencing of retroviral transgenes
« Activation of pluripotency genes
* Activation of telomerase

* Reactivation of silent X chromosome
in female cells
* Teratomas and germline chimeras

* Somatic markers silenced
* Activation of SSEA1

Intermediate cells :
(transient population) IPS cells

Somatic cells

« Knockdown of lineage genes
* Inhibition of DNA methylation

Partially reprogrammed cells
(stable cell lines)

* \iral transgenes on

* Proliferation genes activated

* Pluripotency genes silent

» Aberrant expression of lineage genes
* Teratomas, but no adult chimeras




Endogenni
transkripCni faktory

J

dany/puvodni fenotyp bunky

Exogenni(ektopické)
transkripéni faktory ! —

pozadovany fenotyp bunky

Endogenné regulovany
vysledny fenotyp burky

Exogenné dodané transkrip¢ni faktory nebyvaji dostateéné pevné fixovany v genomu
- pozkozeni genomu (vlastni vhneseni exogenni informace)
- destabilizace fenotypu, ¢aste€né reprogramovani, reverze fenotypu, nezadouci transformace



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

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

heterokaryon



Heterokaryon Purkinova neuronu v mozec¢ku
UplIné reprogramovani terminalné a GFP*-BMSSC

diferencované bunky cytoplasmou
oocytu u zab (ale i savci).

Blastula Intestine BMSSCs exprimujici B-galaktosidasu
pod kontrolou svaloveé 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 nahore.

Mys klonovana z jadra
cichového nervu




Reprogramovani jadra, metylace DNA a chyby v embryogenezi
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Octd mEMNA n (%)
Elastocyst type n ICM restricted ICM and TE not detected
Cumulus cell clone 534 18 (3400 20 (54,7 & (11.3)°
IVE a0 23 (76,7 4(13.3) 3 (10}
ICSI 80 &0 (75.00 9(11.3F 11(13.8)20
In vivo fertilized 75 70 (93.3)F 3(4.0P 2 (2.7

Analyza exprese Oct4 mRNA u klonovanych
a kontrolnich blastocyst (in situ hybridizace).
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GFP / blastocyst
absent weak strong
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Uéinek reprogramovani jadra diferencované
bunky na expresi Oct4-GFP a schopnost
rustu ICM.

Vyvoj klonu a IVF/ICSI embryi exprimujicich
GFP in vitro.

blastocysts 15 27 18
outgrowths 4 31 13 48 11 61
GFP / outgrowth
absent 2 50 - 8 61 - 1 9 -
weak 0o o0 - 4 31 - 0 0 -
sirong 2 50 - 1 8 - 10 91 3

chi square (y’) = 17.86; p=0.001

Eeconstmicted Two-cell Morulas Blastocysts CFP Huorescent Replicates

Muclens donor DOCYEES 1 stage n %) | % of 2 cells| n % of 2 cells) blastocysts n (%] r
Wild-type nuelei

Cumulus cell 1065 B52 (ROF an &5 (100 MA i
Ceed-GFP nuclei

Cumulus cell 2513 935 (771" A0 L5 (90 |35 (82" a

Cerm cell 1] SO0 [R3PE ] 7R (5] 2172 (g 15

IVF BRS" aah (T4 21 4000 | T4 AR5 (99" 12

[C5] 11351 Aa (TIH A 4400 1557 AR5 (R0 &

IVF, in vitro fertilized; ICS] intracyeoplasmic sperm injection; GFP, Green Fluorescent Protein; NA, not applicable.
Comparison of proporions (%) based on Student ¢ test (two tails); superscrpes a—d indicate significant ditkerence (p < 0.05) between
the values within the same column.

“Inseminated.
"Survived sperm injection.




