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KMENOVE BUNKY

- zdroj bunék dané tkané / organu

- primarni bunky pro danou strukturu

Schopnost

- davat vznik dalsSim typum bunék (schopnost diferencovat)

- sebeobnovy (selfrenewal)

— kmenovost (stemness)

(U mnohobunéénych organismi absolutné klicové pro zachovani
homeostdze na bunéncné a tkanové udrovni) m



Déleni bunék a jejich sebeobnova ‘

Sebeobnovujici déleni (proliferacni)
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Symetricky — vznikaji dvé identické buriky

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

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

diferencia¢ni délenim symetrické diferenciacni délenim asymetricke
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Diferenciace (rozriznovani) bunék

- Buriky méni svuj fenotyp v na zakladé zmény exprese svého genotypu v dusledku vnéjSich signald.

- Regulace diferenciace je Casto provazana s proliferaci (epigenetické zmény v jadfe béhem mitotického cyklu?).
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Kmenova bunka
aktualni <-> potencionalni

Prechodné/transientné
se délici bunky (Progenitory)*

* Casto proliferuji a maji schopnost
kratkodobé sebeobnovy.
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Terminalné
diferencovana bunka**

maturace

** Post-mitotické bunky = uz se nikdy nedéli.
Ne vSechny terminalné diferencované buriky
jsou post-mitoticke.
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% sebeobnovujici asymetrické déleni

| Diferenciace bunék |

# diferenciacni asymetrické déleni

sebeobnova




Diferenciace a fenotyp bunék

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

Determinace — predurceni pro danou diferenciaéni linii / drahu

geny a jejich produkty
- ,houskeeping* (metabolismus, transkripce / translace, zaklady cytoskeletu)
- vSeobecné abundantni (transripce/translace, cytoskelet, komponenty signalnich drah)

- specifické (enzymy, specifické transkripcni faktory, cytoskelet — komponenty
intermedialnich filament, s cytoskeletem asociované proteiny)




fenotyp

basic
structure

basic
metabolism

nezrala / naivni bunka

dle skupin gen,
které jsou exprimovany <

basic
structure

basic
etabolis

lizovana / diferencovana
zrald bunka

=



N N (Y N

basic _L basic _l_ basic
structure structure structure
basic basic
metabolism metabolism

)

basic
structure

basic

structure basic

structure

m basic M

zachovani ,Stop" po predchozim fenotyp
p— e ol




=

) Eosinophil

o LA
f
.

lII
gl - @ Meutrophil
|'. /

Diferenciace neprobiha synchronne

|II.. Y & Fipn
: 'f. J-. =y " s
e - [ ,I 127} Basophil
N i
Monocyte
-
A /
- ; ; g 5= Platelet
Pluripotent Other stem Hemangioblast Multipotent Mveloid R R rﬁ{h‘fﬁ et paben
) " T,
stemn cells cells sterm cell hematopoietic stem progenitor cell " LN
{uncommitted) ([committed) cell (committed) (precursor) A

_ Macr IF‘}I;I:_;'L'

.I
II
\
i - Red blood
- cells

Podet bunék

4 4 L - &
Nezrala bunka Diferenciace/mat < =
. &

cas S



Epigenetika

Metylace DNA a kondenzace chromatinu béhem €asného vyvoje

Fronuclei Folar badies

Fertilization Fusion

&
= F
= &+
+ [
i o,
= F
- ‘f"
- *
= _;
: rl
- >
Embryonic development
[nner
cell

mass

Zcellstage  4-cellstage  8-cell stage

Undifferentiated

Differentiated A NH2 -
: " 5§ -CpG-3
Cytoging 3 ——GPC - 5
Q
"C\A"J- - [ '." T C
SAM -
T o e o
3-Medhyicylosmne L1 | T -
o @ Methylated CpC
Unmethylated CpG

Meshorer & Mis




Profil metylace DNA u riznych typa bunék (40 gent, 49 CpG mist)
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Modifikace histont — regulace transkripce

Acetylation Methylation
Core histone
SUMOylation™ ) "~ Phosphorylation
Ubiquitination
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Profil postranslaénich modifikaci (lysinovych zbytkt) histont H3 a H4
u ES (J1, V6.5), EC a MEF bunék
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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 proteinii modifikujicich chromatin
- reguluji zejména transkripci homeotickych gend — 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 komplexu
k danym PRE/TRE je dana dalSimi asociujicimi specifickymi podjednotkami

[PRCZISM] [PRCZIGM] [PRCZISMJ
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Model zmén trankripcniho profilu v pribéhu indukce diferenciace (kmenovych) bunék
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Repeats CHOHEHOHEHEHE CHEHCHOHOHOHD

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

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

—> modifikace histonu

PT — model promiskuitni transkripce (promiscuous transcription)
—> kombinace transkrip&nich faktor a transdukce signalu
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SYMETRIE
DELENI BUNEK
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O symetrii déleni rozhoduje

- orientace déliciho aparatu (vireténka)
- polarizace bunék v tkani
- gradienty v bunce a jejim okoli
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Asymetrické x symetrické déleni
v niche kmenovych bunéek
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a C. elegans b D melanogaster ¢ D. melanogaster
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Symetrické a asymetrické déleni bunék v centrdlnim nervovém systému savci

Symmetric cell division Asymmetric cell division
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Uloha (trimerickych) G-protein@i v regulaci polohy déliciho vieténka

Horizontalni orientace vieténka
WNahodna orientace mitotickeho vietenka u bunek s inhibovanymi Gy
| | |

Svmetricky délici se bufika

Asvmetricky délici se bufika Svmetricky delici se bufika

== Podnét lateralni polarity

v Proteiny wrcujici newralni osud bunky
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» Voloy GPy
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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 (Casny progenitor svalové burnky)
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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 burnky mohou existovat jen v prislusném ,NICHE"

Co v NICHE najdeme?

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

Podobné jako se zdaji byt somatické SCs tkanové/organové
specificke,
jsou specifické i jejich ,niche". m



NICHE

GLl

KB nemohou byt bez ,,niche®.

»Niche* KB je zavislé na KB.

Naveiras, 2006
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Vybrané signalni drahy

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

LIF

LIF

Merenbiation uryrval Sell-renewal

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




Vyznam gp130 signalizace v prubéhu embryogeneze

ES cells

Proliferation

E18.5 k

Boiani & Scholer 2005
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Signalni draha FGFs (Fibroblastové rustove faktory) |

\ |\ nucleus » Bottcher a Niehrs, 2005




Signalni draha TGFp / BMPs

(Transformujici rustovy (growth) faktor 3
kostni (bone) morfogenetické proteiny)

Cytoplasm




Interakce v signdlovani rodiny TGFbeta
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INTERKCE FGF & TGF[3 DRAHY TRANSDUKCE SIGNALU

FGF, IGF Massague, 2003
EGF. HGF —» Ras —FMI1H1
Erk1,2
Other kinases
TGFp, Nodal,
EMP Activin
receptor receptors
P v P v
mH1 [ITCd mH2 [P mH1 [IT mH2 |
Smad1 Muclear Smad2 Muclear
import import
A Y
Epidermal differentiation Mesoderm

Mesoderm ventralization induction




Frizzled

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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| Signaini draha Notch |

-

Cytoplasm /-
‘H:i\mﬂx_ _ ™
. AN s e e
L gl
_,-o—"""_ﬂ_'__'__ 2 - _::::—-.__ _\__\_H_""'—-._

.--""-H-F#F 'ﬂ--'_'--'_'_- -_\_\--\_\--\-' -\H""--\.
_ g™ RBP-J B
independent \.\
Cytoplasm

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 dimer
s CSL (= CBF1 — Cp binding factor 1) aktivuje transkripci.




Integriny, aktivace vazbou ECM,
zprostredkovana
transdukce signdlu

Collagen {
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Signalni draha jadernych receptort obecné

hormone
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Boghog 2; Wikipedia
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| Signalni draha jadernych receptoru
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HYPEROXIE x NORMOXIE x HYPOXIE x ANOXIE

anoxie - 0% kysliku 1
tkanova hypoxie - 0-3% kysliku

tkanova normoxie - 3-5% kysliku
atmosféra - 21% kysliku A

In the human organisms, O, 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,

O, 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). E



GROWTH FACTOR & CYTOKINES
(PDGF, TGFRE, AR, TNFa, ILE,IL8,L10)
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HIF - hypoxii indukovany faktor

HIF1B (ARNT) + HIF1a = HIF1 (obecnd bunééné odpovéd’ na hypoxii)
- (-) exprese c-myc / cD1 => CC arrest
- stabilizace NICD (Notch)/ b-cat (Wnt) => sebeobnova
- (+) glykolyza (PDK, 6Glut1/3, LDHA, HK,..)
- (+) MTC4 (eflux laktatu)
- (-) mitochondrie = (-) oxid. fosforylace (-) ROS

+ HIF20 = HIF2 (¢4steéné bunééné specifické, EPO)
- podpora bunécného cyklu
- (+) exprese Oct4...

+ HIF3a = HIF3 (kompetuje s HIFa, bunécné specificke
- inhibitor akce HIF (?) \




- véechny podjednotky HIF prakticky konstitutivni exprese
- regulace zejména degradaci podjednotek HIFa
(- Edstecné i regulaci transkripce)

Regulace HIF

Degradace HIF v pritomnosti O,
- hydroxylace prolyl hydroxylasami PHD, FIH

- degradace v proteasomu zprostredkovana pVHL faktorem

0, high

T— 0, low

PHDs

Unstable HIF-z

Hrt}f:;r;
—

¥

pVHL mediated
degradation

g

Active HIF hydroxylases

FIH

Ash—-OH

Blocked p300 co-
activator recruitment

N/

Inactivation of HIF transcriptional activity

Inactive HIF hydroxylases

—

Stable HIF-z (Pro ,u%
N

Co-activator
recruitmeant

@ AS f’
—_ _—4"-/
HIF-18

|

Activation of HIF transcriptional activity




Stabilita a transaktivacni aktivita HIF je také regulovana dalSimi
postranslacnimi modifikacemi vcetné fosforylace

HYPOXIA PR CROWTH FACTORS [EGF: VEGF)
vl ) !
#_,a-’f / RAS Pi3k
.I."-'--- MFkB L l‘
UPR RAF POKA
S \ MAP-K 'y L
T, iy Akt
B — MTOR 5 Ischemia (0.1 mM Gic, 0.1% O,)
“& | HIF1-a l
HIF1-f —————= Aucheus ROS generation
HRE — TRANSCRIPTION ¢
Increased VEGF  Increased CACR4 Increased CXCL12 Dlssloclatlon of GRX/TRX from ASK1
‘-‘__‘-‘_-'_ -
l 'T DPP-4 Activation of ASK1
Inactive  gjtagliptin
CXCL12 P 1
HIF-1 __ '
\ — p38 MAPK (o, B, v, 6)

\ +02  ® OH-HIF-1
P pVHL b
GSK3—__ | l»r VHL
\ \ HIF-1a o
\ ¥ @ Dissoclation
/ \" p-HIF-1 —» Proteosome /

'\M‘Akt H"., degradation Ub
Inactive T \ Proteasomal degradation
p-GSK-3 Lithium inhibits

I this at 2 meq
Lithium

enhances this ‘

at 0.8 meq




Plasmatic membrane

Modifikace glykolyzy
prostrednictvim HIF

Pentose phospharte pathway

G6PD
Fructose-6P b Ribose5.P3, Nucleotide
TKTL1 synthesis

Fructose 2,6BP === PFK1
Fructose-1,6BP

TI-[|3-AR ¢
Lipid

T PGM¢
- 2-Phosphoglycerate
hosphoenolpyruvate synthesis
F' KM2 z T b
T ACL

Glycolysis

Lactate <€ LDHA = Pyruvate-—) Alanine
/ p[]KT < HIE.1 Acet:}-CoA
- zvySeni expresse GLUT1 ,4 - ..L Citrate
’ v , ’ Pyruvale_) Acetyl-CoA
- zvySeni exprese enzymu glykolyzy om.,mm |
- inhibice premény pyruvdtu na AcetylCoA o
Malate ,l,[D'L"
TCAcycle Citrate
ua-Ketoglutarate

SUCDi e ¢|‘f‘|¢.llar1l IDH1
a-l(etog!utarate 2-hydroxy-glutarate

Glutaminolysis |
Glutamate — Glutamine

OxFos - energie => prace, produkce 3 _ |
L Mye |

Glykolyza - substrdty intermedialni produkty
=> plst bunék

Figure 2 - Metabolic remodeling in cancer cells and regulation by signaling pathways involving oncogenes and tumor sup|
The key enzymes of glycolysis, the TCA cycle, the pentose phosphate pathway, glutaminolysis, nucleotide, and lipid bigsy

chown as the requlation points by oncogenes and tumor suppressor genes.



Inhibice glykolyzy
v dusledku oxidativni
fosforylace

Glucose -
ATP —

DP +=—

st

#
I Hexokinase-1 +=——— Pi
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Prolyl hydroxylasy ( PHD; + Asparagin hydroxylasy: + ?)

- sensory kysliku a regulatory stabilizace HIF-Xalpfa
- kofaktory a-ketoglutarat (2-oxoglutarat), O,, Fe?*,..

Intracellular iron store
oot
R-2HG Ferritin
Succinate \ o\ PCBPL ) e
Fumarate PEEPle o=

5-2HG - 24
Hwnxla_l
ROS%
EDE+,|"NIE+ \+ HEDE

24
2-0G Succinate Fe
Fentan Ascorbate
Substrate Substrate action ( >GEH
LH Fe
+ «0H

+ OH




Legend

v

‘_‘f\cetyl

N o Hydrogen % Ordinary bond

lff Pyruvate dehydrogenase % @ carbon D High-energy bond
+

i.\ CO,+NADH, H 03 Q 0 Oxygen Adenosine

\, @ Sulfur ATE> triphosphate

Guanosine
Coenzyme A GTP™ triphosphate
NADH Nicotinamide adenine dinucleotide
Q Coenzyme
Pyruvate dehydrogenase Enzyme

HCO; +-ATP

6 uvate carboxylase
ADP +P,

Oxaloacetate ]

a-ketoglutarate dehydrogenase

ADH, H' + co,

Succinyl-CoA synthetase

GDP +P,




Priklady dalSich partnerd a substrati PHD

Activating transcription factor 4 ATF4 PHD1/3 Binding Megative regulation of transcription
factor activity

Human precursor RMNA processing 19 hPRP19 PHD3 Binding Inhibition of cell death

Paired box gene 2 Pax2 FPHD3 Hydroxylation (7] Megative regulation of transcription
factor activity

Sprouty homolog 2 Spry2 PHD1/2/3 Hydroxylation Megative regulation of Sprouty
2-mediated inhibition of FGF-
induced ERK1/2 activation®

TCP-1 ring complex® TRIiC PHD3 Binding Protein folding (7); activity (7]

Osteosarcoma amplified 9 05-9 PHDZ3 Binding Enhanced hydroxylase activity

A-kinase (PREA) anchor protein 12 AKAPTZ2 PHD:2 Binding 17) Enhanced association of HIF-1x
and FHD2

Mitogen-activated protein kinase Morgl PHD3 Binding Enhanced hydroxylase activity

organizer 1

Inhibitor of growth protein 4 ING4 PHDZ Binding Enhanced hydroxylase activity

Iron-only hydrogenase-like protein 1 [OP1 FPHDZ2 Binding (7] Enhanced hydroxylase activity (7)

Melanoma antigen gene protein-A11 MAGE-11 PHD:2 Binding Decreased hydroxylase activity

Cerebellar degeneration-related protein 2 Cdr2 PHD1 Binding Enhanced repression of HIF

Myogenin Myogenin PHD3 Hydrooylation Stabilization of myogenin protein

Kinesin-like protein 1B B KIF1BR PHD3 Hydroxylation (7] Induction of apoptosis

Large subunit of RNA polymerase || Rbp1 PHD1/2 Hydroxylation Activation of Rbp1 and tumaor
growth promotion

pBl2)-Adrenergic receptor pBi2)AR PHD3 Hydroxylation Regulation of receptor degradation

Human homolog of the Casnorhabditis HCLEZ PHD3 Hydrosoylation Promotes DNA damage response

elegans biological clock protein CLE-2

Cysteine synthase like-1 CYSL-1 EGL-9 Binding Inhibition of Egl-9 in hypoxi "’

Phospho-diesterase 4D FDE4D FPHDZ2 Binding; hydroxylation Regulation of intracellular r:..f
levels ?



MITOCHONDRIE x HYPOXIE

Zralejsi mitochondrie => vic ATP

=> vic ROS (reaktivni kyslikové radikaly)
=> poSkozeni DNA
=> peroxidace lipidl, deregulace signdlnich drah

HYPOXIE => stresované mitochondrie (bez O,(?) a Acetyl-CoA)

=> prechodné vic ROS (=> stabilizace HIF1 (?))
=> prechodné akumulace fumardtu a sukcindtu
(=> inhibice PHD => stabilizace HIF1)

o



Produkce ROS I H,lF

mitochondriemi
Oxidant dependent signaling pathways?
3
Hypoxia
cytosol

Intermembrane Space 1{:
.} H*




HIF1 - indukuje autofagii mitochondrii

- potlacuje biogenezi mitochondrii => snizeni ROS
- potlacuje maturaci mitochondrii

¥ Oz =+ Mitochondrial ROS4

I
|

L
T
l
I

PDH Autophagy

l

Mitochondrial ROS ¥

ISCU1/2

@
o
L




Glucose Glutamine

Il

4
Glutamine

Glut! <----

SLC1AS5

n..*

*

Lactate <= Pyruvate <—i— Malate .

B —_——

LDHA - ‘ . i\ﬂ_ﬁ |

CCR Molecular Pathways




FENOTYP KMENOVYCH BUNEK x HYPOXIE

Kmenové bunky

- nékteré (?) vysoka hladina HIF1, i v normoxiilll
- nekteré (?) hypoxické niche
- Warburguf efekt = glykolyza nezdvisle na dostupnosti O,

(predpoklad ristu bunék nad energetickym ziskem
=> intermedidlni metabolity pro vystavbu bunék)

-potlacena aktivita/zralost a pocet mitochondrii

=> mdlo ROS

=> zavislost na glykolyze
- hypoxie (1-(3)-5%) podporuje kmenovost
- hypoxie (1-(3)-5%) podporuje reprogramovani na iPSC

o



Hypoxie prostrednictvim HIF1

- potlacuje oxidativni fosforylaci inhibici biogeneze a aktivity mitochondrii
=> sniZzeni produkce ROS => podpora kmenovosti

- podporuje glykolyzu

=> nezavislost na mitochondriich a oxidativni fosforylaci
- stabilizuje NICD, B-catenin (?)

=> vysi aktivita Notch ~ podpora kmenovosti

=> vysi aktivita ,Wnt" signalizace ~ podpora kmenovosti (?)
- farmakologické inhibitory PHD zvysuji pool quiescentnich HSC
a jejich regeneracni potencial po ozdZeni /n Vivo [Forristal et al., 2013 Blood]

¢imz potlacuje diferenciaci a udrzuje kmenovost

o



Mitochondrie a kmenové bunky

Differentiated cells Pluripotentstem cells (P5Cs)
Glycolysis Glycolysis
Reprogramming Lactate
Lactate

M -j
Pyruvate W Pyruvate
I ——
..’:.__1 UC}E—.—I'

|
Differentiation i v

., TCA —> ATP A ( TCA —>» ATP
\ 3 |
~ | \
Mitochondria Maturation Mitochondria Remodeling
1‘- NMEDMNA copy number v MtDMNA copy number
1 ATP production w ATP production
’T‘ Mitochondrial OxPhos v Mitochondrial OxPhos
T Total cell mass w Totalcell mass
Lactate production 4 Lactate production
A Elongatedshape, and Xy et al., Cell Metab. 2013 A Globularshape, and
cristae-rich morphology cristae-poor morphology

Inhibice maturace a funkce/aktivity mitochondrii (depleci klicovych enzym

= podpora kmenovosti (HSC)
[Yu etal., 2013 Cell Stem Cell; Takubo et al., 2013 Cell Stem Cell]
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DIFERENCIACNI POTENCIAL
BUNEK

Jaké typy bunék mohou vznikat z buriky materské

www.123rf.com E



http://www.123rf.com/photo_8021481_happy-family-smiling-together-mother-and-children-drawing-sketch.html

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

Totipotentni — mohou z nich vznikat vSechny buriky daného zivoc¢isného druhu
Pluripotentni — mohou dat vznik vS§em bunkam budouciho jedince (v8echny tii zarodeéné listy)
Multipotentni — mlZze z nich vznikat vétsi pocet bunéénych typt dané bunécné rady
(Oligopotentni — podobné jako multipotentni, ale méné typu)

Unipotentni — davaji vznik jen dvéma typdm 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., ¢lovék 8 b.)
- Existuji pouze prechodné

2-cell stage

Ampulla
region

Fertilization
Blastocyst

Early stage of

implantation

Ovulation Fimbriae

PN
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Ztrata totipotence v pribéhu ¢asné embryogeneze
- vznik nerovnomeérnych podminek pro rist bunék
- tento proces je ireverzibilni

Early S-cell stage Later S-cell stage 16-Cell stage 32-Cell stage
(compaction)

The inner cell
miass will form

the embryo.

{blastocyst)

contacl berween calls.

[Ti £ht junctions marimirEJ

The: trophoblast will become
part of the placenta.

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

0%
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Déleni bunék 2-bunééného embrya, urcéeni polarity a jeji vliv na dalsi osud blastomer
Magdalena Zernicka-Goetz 2006

ME

80% of all embryos

"
M — meridialni / E - ekvatorialni NG



Orientace blastomer 4-bunééného embrya

a jeji vliv na zachovani absolutni totipotence

téchto bunék

still permits

"ME” EMBRYO

CHIMERA OF AN CELLS

CHIMERA A OR V CELLS

-->

regulative development

Mronmaron DU T % A

Piotrowska~Nitsche et al., Development 2005

\o

ANIMAL CHIMERA

VEGETAL CHIMERA

MERIDIONAL CHIMERA
(ANIMAL/VEGETAL)

£
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Pluripotentni bunky (savci)

a) In vivo:

bunky vnitrni bunééné masy /embryoblastu

bunky epiblastu / primitivhiho ektodermu

(bunky neralni listy (4ty zarodecny list) -

Siroce multipotentni)

kmenové bunky teratomu (?)

(! (somatické kmenové burky?))

Differentiation .

‘@"3""5@ @

Intestinal Pancreatic

------- ®0 -

ES Cell iPS Cell
Endoderm Cell Mesoderm Cell Ectoderm Cell

Red Blood i Skin Cell

Cell Beta Cell MU5C|E Neuron

Cell Cell

Induced

Plurlpotency

1
Il
]

b) In vitro:

embryonalni kmenové bunky
embryonalni zarode€éné buriky

embryonalni nadorové burky
(kmenové buriky teratomu)

indukované pluripotentni kmeové bunky

(bunky neralni listy (4ty zarodecny list) -
Siroce multipotentni)

(spermatogonialni kmenové bunky)

(z dospélych varlat)
d:

(! (somatické kmenové bunky?))




Morula

Blastocyst Late blastocyst Egg cylinder Gastrula

Ectoplacental cone

Extraembryonic ectoderm
ES cells

EC cels

TS cells Polar Prirmitive . /
PradCM ___trophectodem ectodenmm :J |" | [ |
o : [ || | II "ln
1 hn o ".I ]" i [} |
ealf [CM W e Primitive | , -1 |
E3 EJ'.'L /HEJ ESH endoderm || EB ED;.’ ! EG-E; : |

1 |I |
h& / ; |
Mural trophectoderm —

= EG
cells
. b - 7
Primitive ! == T-7 L~
ectoderrn - F'anetaj ._____.-"'
endodem.—
- Mesoderm
- invagination
L~ Frimitive
Visceral endodernm ectoderm

Boiani & Scholer 2005

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

LN
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Pleopotence _pluripotentni bufika
(zména v determinaci) 9

Poe

multipotentni

N
.

*
/ Pleopotence \‘

tkanoveé specificka burika
Q ‘lllllllllllllll

o o /
N arogenton
Q..;CV,D ‘

terminalné diferencované bunky

multipotentni
tkanoveé specificka burka

(Pleopotentni bunka)

/
@ O

/0
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KMENOVE BUNKY

Schopnost sebeobnovy = seif-renewal

Schopnost davat vznik jin)'lm Typﬁm bunek - pluripotence /
multipotence / ..... => kmenovost = stemness

- Spolecné znaky s embryonadlnimi a nddorovymi bufikami, nezraly fenotyp /
relativné nediferencované (= dlouhé Telomer'y / vysoka aktivita telomerdz, specifické
proteinové markery, velky jadro / plasmovy pomér,..)

= VYHRAZENE (PROFESIONALNI) KMENOVE BUNKY

- Nékteré somatické, termindlné diferencované buriky si zachovdvaji schopnost
sebeobnovy a v pripadé potreby i multipotence, normdlné jsou ale quiescentni
(spict)
= FAKULTATIVNI KMENOVE BUNKY (snad nékteré hepatocyty a bunky

plicnich epiteld,...)

- Nékteré diferencované bunky si také dlouhodobé zachovdvaji schopnost
proliferace, sebeobnovovdni a podileji se tak na udrZzeni homeostaze v tkani
= Sebeobnovujici se diferencované bunky (nékteré glie, mikroglie, tkanové

makrofdgy, nékteré lymfocyty,..) m
A\



- ddvaji vznik bukam dané bunécné struktury / tkané / orgdnu / (organismu)

KMENOVE BUNKY PRIMARNLI = existuji ,in vivo"

- relativné pomald proliferace

- jsou nejcastéji multipotentni, snad nékteré i pluripotentni ¢i unipotentni
- jsou zdkladnim zdrojem bunék pro regeneraci organismu a homeostazi

- maji schopnost sebeobnovy (self-renewal) = /7 vivo asymetrické déleni

- s vékem jich ubyvd, ale pravdépodobné nikdy béhem Zivota jedince dplné

nevymizi

profesiondlni SC

- v tkani jsou lokalizovdny ve specifické oblasti, ..,niche" (koutek)

- maji spolecné znaky s embryondlnimi a nddorovymi burikami = dlouhé telomery,

specifické proteinové markery, velky jadro / plasmovy pomér.,...

- ?27?

Somatické kmenové buriky (embryonadlni a adultni)

Buniky nékterych zarodecnych linii (neurdlni lista)
a kmenové bunky trofoblastu

o



KMENOVE BUNKY ODVOZENE/SEKUNDARNIL = existuji jen .in vitro"

- jsou pripravené z populaci pluripotentnich embryondlnich bunék, ze
zdrodeénych bunék, nebo z progenitort embryondlnich a dospélych tkdni,
genetickymi manipulacemi a specidlnimi kondicemi i ze somatickych bunék

- relativné rychle proliferuji

- nekteré jsou multipotentni (z embryondinich a dospélych tkdni), nékteré
pluripotentni (embryondlni ptvod)

- mohou byt zdrojem bunék pro regeneraci organismu

- maji schopnost sebeobnovy (self-renewal) = .asymetrické/symetrické" déleni

- maji spole¢né znaky s embryondlnimi a nadorovymi burikami = dlouhé
telomery,
specifické proteinové markery, velky jadro / plasmovy pomér.,...

- Problémy s jejich udrzenim - stabilita genotypu/fenotypu

- <
N



Embryonalni kmenové buriky

-> odvozené z vnitrni bunécéné masy

(Kmenové buriky epiblastu)

Embryondlini zdrodecné buriky

-> odvozené z primordidlnich zarodecnych bunék

Embryonalni nddorové bunky

-> odvozené z kmenovych bunék teratom

Somatické kmenové buriky odvozené

-> odvozené ze somatickych kmenovych bunék

Indukované kmenové bunky (pluripotentni (iPSC) x somatické)

-> pripravené ze somatikcych bunék genetickymi manipulacemi a specidlnimi podminkam
N



IDENTIFIKACE KMENOVYCH BUNEK

Fenotyp ‘feno'ryp x funkce ‘

- Morfologie
- Exprese specifickych gent (QRT-PCR)

- Exprese specifickych proteint (imuno metody)
- funkéni testy (ved

ruchu, stah, sekrece, fagocytéza,...)

Funkce

Kmenové burniky musi byt schopny tvorit
'/odpovfdajici potomky, odpovidajici bunécné
typy v ramci moznosti své potence
(sebeobnova a diferenciace)




