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Embryonalni zarodecné bunky (Embryonic germ cell — EGC)
Embryonalni nadorové bunky (Embryonal carcinoma cell — ECC)
Kmenové bunky epiblastu (Epiblast stem cell — EpiSC)
Early-primitive ectoderm-like — EPL
Indukované pluripotentni kmenové bunky (Induced pluripotent stem cell — iPSC
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- jsou odvozené z vnitrni bunééné masy blastocysty

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

- jsou pluripotentni

- prirozené neexistuji, pouze in vitro

- jsou nesmrtelné

- maji schopnost si udrzet stabilni genotyp (!?)

- po injikaci do imunitné tolerantniho organismu tvofri teratomy
(dukaz pluripotence)

- po injikaci do blastocysty maji schopnost tvorit kompletni chiméry
(znamo jen u MESC (ale také u mECC, mEGC a miPSC), dukaz pluripotence) E




Ontogeneze a diferenciacni potencial bunék vnitini bunééné masy
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Izolace mySich ES bunék
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TERATOM

Nador, ktery obsahuje bunky vice jak jednoho zarode€ného 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)

Kmenové bunky teratokarcinomu = embryonalni nadoro?

jé buiky 0
(Embryonal carcinoma (EC) cells)

CHIMERA

Organismus je smési geneticky odliSnych bunék / tkani / organu

Chimericti jedinci vznikli injikaci ES bunék (darce) do blastocysty (prijemce)
jsou smési geneticky odliSnych bunék na Grovni vSech tkani, a tak také vytvari
pohlavni buniky s genotypem jak darce, tak prijemce!




Obecny model inhibice diferenciace ES bunék

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

- diferenciace je ¢casto spojena s apoptézou

- vhodnymi kultivaénimi podminkami, I1ze diferenciaci inhibovat

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

‘ ? auto- a parakrinné pusobici factory
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Model inhibice diferenciace mysich ES bunék

‘ E IGF, (FGF-4), Wnt

mezoderm
+ ektoderm
entoderm ; BMP-12

- existuji i linie mES bunék nezavislé na LIF

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

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

—vlastnosti mMES bunék jsou ovlivhény genotypem imbredniho kmene mysi
Zz kterého byly izolovany!

BMP-2,4,12 bone morphogenetic protein 2,4,12 SR — serum replacement

LIF — leukemia inhibitory factor FGF-4 — fibroblast growth factor m
TN
FCS — fetal calf serum



Rust a kultivace ES bunék

| PROLIFERACE — DIFERENCIACE - APOTOSA

Existence a charakter ES bunék je udrzovan kombinaci u€inkt vnéjSich
(extrinsic) a vnitfnich (intrinsic) faktort. Vnéjsi faktory si ES bunky ¢astecné
syntetizuji samy, ale ve vétsi mife musi byt dodavany. Vyznamnym zdrojem téchto
faktoru je vyzivna vrstva na které se ES bunky kultivuji = FEEDER. Vnitfni faktory
si ES bunky nesou jako pozustatek svého embryonalniho puvodu.

FEEDER

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

- nejCasteji se pouzivaji mySi embryonalni fibroblasty (13d p.c., MEF (PEF))

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

- tendence pouzivat druhové identické MEF = snizeni rizika pfenosu viru, ...

- MEF Ize nahradit i jinymi typy fibroblastu pfripadné jinymi bunkami

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

Dulezitou komponentou kultivacniho média pro ES jsou také nedefinované faktory séra,
které Ize nahradit dodavanim specifickych rustovych faktort. Casto se také pouziva
tzv. Serum-replacement = Iépe definovana nahrazka séra (patentované slozeni).




Model inhibice diferenciace lidskych ES bunék

@ E IGF, 2, Wnt, FGF-2

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)

o



Zakladni vnitrni faktory charakterizujici / regulujici ES bunky
(pluripotentni embryonalni bunky)

Oct-4 (Oct-3/4, Oct-3, Pou5f1 — master of pluripotency)

- transkripéni faktor, homeoprotein

- exprimuje se jiz u 2/4 (mys — aktivace transkripce) bunééného embrya

- ve stadiu moruly je jeho exprese vyrazné zvysSena

- ve stadiu blastocysty je pouze v burikach ICM

- pozdéji jeho exprese vymizi, zachovava se pouze v PGC (a pozdéji v
zarodecnych bunkach)

- (nebyl nalezen u kurat)

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

- 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)
- specialni varianta vznikla alternativnim sestfihem, se ale exprimuje i u M®




Nanog

- transkrip€ni faktor, homeoprotein %

- jeho exprese vede k udrzeni vysoké hladiny Oct-4

- objevuje se jiz ve vnitirnich bunkach moruly
- pozdéji se zda byt nezbytny zejména pro specifikaci PGC!
- (vyskyt i u nékterych progersivnich nadorua (?!))

Sox-2

- Transkripéni faktor Sry-rodiny (sex-determining region Y protein)
- Kooperuje s Oct-4 na vlastni expresi v
- V prabéhu indukce neuralni diferenciace se jeho exprese zvyéu
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Potencionalni mechanismus uc¢inku LIF
u mES bunék
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Alternativni kultivace mES protocol 2i/LIF, 3i/LIF

(A. Smith laboratory)
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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. Fox03 —s Nanog) — Octé —; [l
Vzajemna regulace Oct-4 a Nanog neni dosud plné objasnéna. -l Pan2006
Je v8ak jiz jasné, ze Oct-4 Fidi transkripci Nanog pfimou vazbou
v jeho promotoru (spoleéné se Sox-2), jak u mES tak hES.

Pro self-renewal ES bunék je klicové zachovat rovnovahu
v hladinach Oct-4 a Nanog (viz. nize).
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Priklady vyvojové vyznamnych gentd pod kontrolou heterodimeru Oct4/Sox2
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I Oct4/Sox2/Nanog zprostredkované regulace u mES bunék I

Zhou et al., 2007




Ztrata pluripotence u ES bunék v dusledku
deregulace rovnovahy mezi hladinou Oct-4 a Nanog
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