ES BUNKY

a) mysi ES (mES)
(LIF / gp130* / STAT3 dependent)

X

b) lidské ES (hES)

(LIF / gp130* / STAT3 independent)

Toto rozdéleni je pravdépodobné dano moznosti nékterych zivocCiSnych druht mit

skrytou brezost ve stadiu blastocysty (embryonalni diapauza).
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Signalni draha gp130 ->-> STAT3 ve vztahu k pluripotentnim bunkam u ¢lovéka a mysi
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Nékteré charakteristické znaky mySich a lidskych ES bunék

Mouse ES Human ES
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Table 1 | The best-characterized ESC markers*

Undifferentiated state marker

Cell-surface and nuclear antigens

SSEATE

SSEA3 4

TRA1-80/815

TRAZ2-54

GCTM-25

TG3438

TG30

cD9

CD1 33/ prominin

QCT4

NANOG

S0xX2

Enzymatic activities
AP

Telomerase

In vitro culture requirements
Feeder-cell dependent
LIF dependent

FGF4

Growth characteristics
Ability to form trophoblast
Teratoma formation i vivo

Growth characteristics in wiro

Ability to form garm cells in viiro

Mouse

+ + 4+ 4+ o+ -2

+

+

Form tight, rounded,
multi-layer clumps;
can form EB=s

+

Human

+ + + 4+ + + 4+ + o+ o+ o+

+

+
+

Form flat, loose
aggraegates,; can
form EBs

NR

1Glykolipidy, $ Keratan chondroitin sulfat
proteoglycan, Tetraspannin transmembranové
proteiny, AP — alkalicka fosfataza,

EB — embryoidni télisko, ESC — embryonalni
kmenové buriky, SSEA — vyvojové specificky
embryonalni antigen (stage-specific embryonic
antigen), TRA — antigen odmitnuti nadoru
(tumor-rejection antigen), NR — nestudova

(not reported) ‘




Signalni draha TGFbeta / BMPs u ES bunék
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Kmenové bunky epiblastu — EpiSC (Epiblast stem cell)
Brons, 2007 & Tesar, 2007
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Histone methylation
H3K4me3 i
H3K27me3 EpiSC
mESC (& - neintegruji se do moruly a blastocysty => rozdil s mES
EpiSC C_ D - netvoii kompletni chiméry
hESC C_D Stella - nebyla detekovana aktivni alkalicka fosfataza (AP)
(mES, hES, EC, EG, PGC, maji aktivni AP)
mESC (& - EpiSC castecné vysvétluji rozdily mezi mES a hES
EpisC T
hESC <|:>_,. Nanog
I
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mESC (™D Ectoderm
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Brons, 2007 & Tesar, 2007
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MES je mozno reverzibilné prevést na bunky pripominajici buriky primitivniho ektodermu
tzv. EPL (early-primitive ectoderm-like) bunky. Tyto bunky jiz nemaji podobné jako bunky
primitivniho ektodrmu schopnost tvorit bunky parietalniho entodermu. Také nékteré jejich
dalSi schopnosti diferencovat, jsou oproti ES burikam pozménény (Pelton 2002) .

- LIF + HepG2 burikami kondiciované médium

+LIF
e (+ FGF-5%)
Primitive
Q Endoderm
Q,:“c# T Mesoderm
1
I
L BMP Activin
@ PR LoFs=———=—% ___ Mesoderm/Endoderm
s, e Precursor
ES Cells EPL Cells
/+|_||: . Endoderm
[ +Serum BMP N
or BMP4 Activin
Ectoderm Gadue 2005

*EPL bunky jsou podobné jako burky primitivniho ektodermu exprimuji FGF-5 na rozdil od ES bunék
které exprimuji zejména FGF-4 (plati pro mys) %



Epigenetika ES bunék

Metylace DNA a kondenzace chromatinu u ES bunék
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Proliferace ES bunék

Cell Cycle

cyclin A and B
+ Gde2

¢yclin D1, D2 and D3
+Cdk2. 4,5 and 6

cyclin A
+ Gdk2

p15, p16,
cyclin E + Cdk2 p21 + p27

EszP-1\ Rb phesphorylation
activation
S laskavym nedovolenim z katalogu Santa Cruz Biotechnology, Inc.
m
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Mitogen Sensitivity

- ES bunky relativné intenzivné proliferuji (podobné nadorovym bunkam)
- G1 faze bunééného cyklu je kratka (u mES ~ 1.5 h), zda se, ze chybi G1-checkpoint*
- velké procento bunék je v S fazi bunééného cyklu (mES > 60%, hES > 50%)
- doubling time mES ~ 10-12h, hES ~ 18-20h
- specificka charakteristika regulace bunééného cyklu (odolnost k p16,
nizka hladina cyklinti D, vysoka hladina cyklinu E, neni potreba proteini rodiny Rb)

- inhibice proliferace, prodlouzeni G1 faze (suboptimalni podminky) vede k diferenciaci
a apoptose, diferenciace a apoptdsa ES bunék, vSak nemusi vést ke snizeni proliferace
jako takové

*tzv. kontrolni bod R, o priichodu timto bodem rozhoduji zejména mechanismy rozpoznavajici
itegritu/neporusenost genomu, bunky s pozkozenou DNA jsou za normalnich okolnosti v tomto
zastaveny. Porucha tohoto kontrolniho mechanismu je typicka pro nadorové bunky.




Zpomaleni proliferace a prodlouzeni 61 faze vede k diferenciaci ES bunék

DifferentiatiorJ
Permissive
State for
Differentiation
Self
Renewal
Ground Naive Primed
State

A short G1 phase is an intrinsic determinant of naive embryonic stem cell pluripotency.

Coronado D, Godet M, Bourillot PY, Tapponnier Y, Bernat A, Petit M, Afanassieff M, Markossian S, Malashicheva A, lacone R,
Anastassiadis K, Savatier P.

Stem Cell Res. 2013 Jan;10(1):118-31



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23178806

Rozdilné proporce v jednotlivych fazich cyklu
u ¢asnych embryonalnich bunék

{A) (B e (§ )]

Blastocoel

standard cell cycle

10 WO 13

CyeiE numiear

early embryonic cell cycle

Timing of the cell cycle during cleavage
in Xenopus

From The #rt of MEoC® & 1995 Garland Pud




Apopticka kontrola nestability karyotypu a ES bunky
Checkpoint-apoptosis.... of Karyotipic instability. Mantel, 2007

- u zdravych somatickych bunék pri poruchdch mitotického apardtu béhem jejich déleni
a tak vznikajici chyby v mitése vedou k jejich prechodu do senescentniho stavu
nebo k indukci apoptdsy

- ES buriky maji zvySenou toleranci k porucham mitozy, mensi citlivost tzv. SAC
(SAC - splindle assembly checkpoint) QONTROL r—r— —

=> akumulace aneuploidnich

a polyploidnich bunék v populaci '[ ;

- indukci diferenciace lze tyto buriky
cdstecné eliminovat (apoptésa)

- tetraploidni burky (blastomery)
mohou tvorit jen trofoblast
=> 6; MTA/tetraploidity checkpoint
=> vyuziti pri tvorbé embryi pIné ES
plvodu

Percent Polyploidy
-1
4 ‘
N
Percent M-phase




Priklad nériistu apoptésy s diferenciaci a pozkozenym mitotickym apardtem
ES - embryondlni kmenové buriky

EB - ES diferencovanou formou embryoidnich télisek

Noc/NOC - nocodazol

PAC - paclitaxel
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Chromosomadlni stabilita a ES bunky
Draper, 2004; Hanson, 2005

- dlouhodoba kultivace ES bunék vede k selekci odolnejSich klonii a subpopulaci
- mensi responzivnost na vnéjsi signdly, rychlejsi proliferace, mensi naroky
na kultivaci, klicové znaky casto zachovdany (Oct-4, Nanog, prislusné SSEA,...)

u mysSi snizena schopnost tvorby chimér a zéjména germline u téchto chimer
casto spojeno s genetickou manipulaci (knock-out, -in ES linie)

nestabilita chromosémii, polyploidie, trizomie, zlomy a preskupovani genu
=> adaptace na /n vitro podminky

hES, primdrni je trizomie chromozomu 12 nebo 17, vzdcnéji chromosomu 14 a 20

casto dochazi i ke zdvojeni dlouhého raménka chromosomu 17 a k translokaci
této kopie na dlouhé raménko chromosomu 6 => posileni exprese gent

na chromosomu 17 (Survivin - proti apoptése, STAT3 - self-renewal mES a nadbytek

u vétsiny nadorli, GRB2 a 7 (growth factor receptor bound protein, viz. signdlni transdukce))
- na chromosomu 12 je lokalizovan nanog (Nanog)

- Casté i zmény malych oblasti na chromosomech 1, 8, 18 a 20

- u mES se jednd o zmény zejména chromosomi 8 a 11
(mysi chromosom 11 je z casti ekvivalentni k lidskému chromosomu 17) m



Jak vypada spravna ES bunka?
Jsou vSechny ES buriky v kulture stejné?

LIF -> STAT3 aktivita u mES bunék

Responsiveness

Microarray analyza exprese ,stemness” genu

E:xogenous LIF

ESCvs
PEFAVERRel: 1637

NPC va LVER 1737

Davey, 2006

Fortunel, 2003

pokracovani -
pokracovani "N




Model narustajici heterogenity v rostouci kolonii ES bunék

za dodrzeni znamych optimalnich kultivaénich podminek
o ‘ . °

30<* 50<*

rust kolonie ES bunék
o ‘ . °

Bunky odpovidajici bunkam ICM/epiblastu
Casného neuroektodermu

vyvoj blastocysty N

{ epiblas
_ (=

blastocoel

*orientacni pocet bunék v kolonii blastocoel

trofoectoderm



Variabilita v analyze transkrip€éniho profilu u ES bunék (ESC), neuralnich progenitora (NPC),
progenitoru retiny (RPC) a hematopoetickych kmenovych bunék (HSC) u mysi.

/\Tf'i pracovni skupiny, jedna metoda.

ESC x NPC + RPC/NSC

23 2

1

275

Fortunel

NPC

¢ |ESC + NPC

SN

Ivanova




Existuji geny kmenovosti,
tzv. ,stemness geny" ?

Vyvojové specifické geny
=> potenciadl bunék

+

Prislusné signadlni drahy, specificky patern jejich aktivit

=> requlace diferenciace, proliferace, sebeobnovy

o



VYUZITI ES BUNEK

. Biologicky a biomedicinsky vyzkum

Priprava geneticky modifikovanych organismi

Studium mechanismi ¢asné embryogeneze / diferenciace
Studium mechanisml kancerogeneze

Studium embryotoxicity

Testovani farmak

. Lékarstvi
Bunécéné a tkanové terapie

Priprava biologicky aktivnich preparatt

Nosice biologicky aktivnich latek (pathotaxe)




Priprava geneticky modifikovanych organismi -
GMO

Pro vytvoreni linie GMO je potreba, aby poZadovand geneticka modifikace byly obsazena
i v pohlavnich burikdch. Tuto modifikaci je tedy potreba provést na burikach toti- nebo

pluripotentnich.

Ndhodnym nebo cilenym(?) vlozenim pozadované DNA do zygoty

Ndhodnym nebo cilenym vloZenim pozadované DNA do ES bunék

- Diky prakticky neomezené moznosti kultivace ES bunék, |ze mit provadénou genetickou
modifikace plné pod kontrolou, a také ji miZeme velice presné naplanovat!!!

- ES buriky jsou pluripotentni, po zpétné injikaci do blastocysty a vloZeni této blastocysty
do délohy pseudo-pregnantni mysi, blastocysta pokracuje ve vyvoji a vznikly jedinec je

chimérou bunék plivodni ICM a injikovanych ES na trovni vSech tkani, tedy i zdrodeéné.

<




Priprava KO/l mysi

Faster mather

!
o

Chimera mouse Marrmal mouse

Chirmera mouse MNarmal mouse

|
o« &

Heterozy gous Marmal mouse Mormal mouse
for gene knock out

1 &
Breeding to produce a mouse e
homozygous for the gene knockout S




In vitro fertilization
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\ Morula Blastocyst Remove Irﬂgr;"e.ll mass
® —G = ;i." j
|
AD patient Fibroblasts iPS cells Neural Neurons

SCNT O
Egg |

g
Nisclass ﬁ_mm[f'«’m.'l\el.ls- removed)
patle;:t cell
Pl e

Fertilized eqg

A

Derivation of
patient
material

Maorula Blastocyst
—® — 0@

Transplant back to patient

Ilustration by Cell Imaging Core of the Center for Reprodudtive Scig

B

Molecular
and cellular
technologies

C
Benefits
for the
patients

progenitor cells

| > & 47
Ty o G4

/ 7 /\
Correction of g . Investigation of Screening of drug
mutation by gene- cellular and targets
editing in familial molecular disease Testing of drug
cases mechanisms / %

> 4 j}"?-‘;‘

v l
Transplantation of Early stratified Customized
gene-edited neural diagnoses medical treatment
progenitor cells New advanced

T i 7 medicines
poarin
¢ &

= |

g




Model regenerace poskozené hematopoesy v disledku mutace Rag2-/-

s pouzitim ES bunék, genetickych manipulaci a jaderného reprogramovani

A
M

% Rag2~

Expand HSC culture N\ ‘2 Culture from
and transplant " tail cells
Differentiate gees € s
into EBs  ehgagt <
¢
Repair of RagZ™"~ / ; g
ESCsby _ss
homologous ~ %% _
T i Nuclear transfer into
enucleated oocyte / ~ =
A 235
i i
RagZ”’~ ESCs *&% P RN
<88k, s o
% ' <« t:- Replacement  Removal of Mature
Ry - with somatic oocyte genome oocyte
Cultured Cultured cell genome
blastocyst 4-cell embryo Rideout, 2002
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Diferenciace ES
bunek

a) In vivo

- teratomy: injikace suspenze ES bunék do vaskularizované tkdné
imunitné tolerantniho zvirete, popripadé do zvirete s
farmakologicky potlac¢enou imunitni odpovédi

- chiméry: injikace ES bunék do blastocysty, navraceni takové

blastocysty do pseudo-pregnantni mysi = vznik chimerického
jedince

b) In vitro
- metodiky korespondujici s ontogenezi
- metodiky ziskané empiricky (kopirujici ontogenezi?)

Musi burika diferencujici z ES buriky vzdy kopirovat ontogenezi aby dosdhla urcitého stavu?
:‘E



In vitro diferenciace ES bunék

kultivace

@ indukce selekce

a) Embryoidni téliska (Embryoid
bodies - EB)
+jednoduché, vice bunécnych typl
+ toleryjici genotyp
- Spatné definované podminky

b) V monovrstve
+ dobrie definovné podminky
- mala efektivita (vétsinou)
- mdZe byt silné zdvislé na genotypu

‘

Embryoddei télisko

Primitivmi
ektoderm

Primbiivid entoderm
{Hypoblasi)y

Primitihvmi eniaderm

[rafablasi Rathjen 1998 / Bilek
002
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Uloha specifickych riistovych faktori v ontogenezi mysi

Meural crest
w /
\nduction

/}Ej-;-—'w‘—’ Meurectoderm _“-‘-‘-‘-‘-‘-—‘
MRS — WELUrOR0S

Ectoderm

\\"—— Surface ectoderm

Endothelium, hematopoietic cells

Myocardium

\ Dermomyotome

Mesoderm ———r——

Epiblast

{dermis, muscle)

Paraxial mesodenm

Sclerotome
{bone, cartilage)

Germ layer morphogenesis,

Cell movement \

AWAN

Loebel, 2003




Neurons
Tui T, Mestin

Epidermal cells
Keratin 14

Neurectoderm
M-CAM, Mestin

Neurectoderm

Otx3,Enl

Newural crest

@'@ Neurec 1c:£iz—r1__,_,__——-”’_ Sox10

n, Ox2,

Mesoderm
T, Gsc, Nkx2-5

ES cells \-—""y EPL cells

- i Aggregation, EB formation
Oct4, Stat3 | €TEDT Oct4 Fafs, PRCE

EB formation Mesoderm

T, Gse, Nodal, Fgi, Alk3

Endothelial Cells

Mural cells

Smooth muscle actin

Endothelial and
EB, Blast colony formation

Fik1, Tal1, CD34, Gatal

Starvation

EB formation

Loebel, 2003

Fik T, PECAM, VE-cadherin

Hematopoietic Cells

Priklady diferenciace mysich ES bunék
kombinaci typu jejich kultivace

a specifickych rustovych faktor

s porovnanim ulohy téchto faktoru

v mySi ontogenezi

]

pokracovani




Priklad ucinkt jednotlivych specifickych ristovych faktoru na indukci diferenciace
u lidskych ES bunék v kombinaci s tvorbou embryoidnich télisek
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MN - motoneurony

Priklad difernciace ES bunék do ruznych typu neuralnich bunék
NSC - neural stem cell, DA/Ser/GABA — dopaminergni/serotonergni/gabanergni neurony,

Day of differentiation
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Priklady diferenciace lidskych pluripotentnich bunék do kardiomyocytu

Pluripotent culture Pre-differentiation Differentiation format Mesoderm Cardiac specification Cardiac differentiation
Culture induction factors factors factors
A KSR/FGFZ

KSR/FGF2 StemPro34 ——» VEGFA, DKK1 ——» VEGFA, FGF2 Yang et ai. 2008

e P 1 - ; Activin A. BMP4 VEGFA, DKK1
e p — — ' — FGF2 | ——»  SB431542, —_ VEGFA, FGF? Kattman et al. 2011
R N dorsomorphin
E— IWR-1 ——— Triiodothyronine Vfillems et al. 2011
Colonies on MEF | [Matrigel Feeder depletion || Suspension £ © I ——
B MEF CM MEF CM
v — v — f Activin A, FGF2 ———» 20% FBS/DMEM ———»  20% FBS/DMEM Burridge et al. 2007
LY
. RPMI+FBS or .
Monlayer on Geltrex — Passaged 1d prior —» RPMI+PYA —p BMP4, FGFZ —_— RPMI-INS e RPMI+INS Burridge et al. 2011
KSRIFGF2 on MEF  —s JOR/FGRZOD L-apEL.  —p JAVIRABWY, . A —— LI-BEL Elliott et al. 2011

low density MEF FGFZ, VEGFA, 5CF

—  Activin A, BMP4 —80-p RPMI+B27 —_ RPMI+B27 Laflamme et al. 2007
BMP4, FGF2, NOGGIN, RAI,
— Activin A _— DKK1 —_— DKK1 Zhang et al. 2011
—»  Matrigel overlay —»  RPMI+B27(-insulin) —» “"di"’i‘;é;;"""’* —» VEGFA, DKKI ——»  VEGFA, FGF2 Uosaki et al. 2011
KSR/FGFZ on ) Activin A, BMP4, ) _ .
KSRIFGF2on MEF  — | BRTOT2CE . LI-APEL —> e e —F L —_— LI-BEL Elliott et al. 2011
mTeSR1 — mTeSR1 —e RPMI:B27 ~ —  ActivinA, BMP4 ——> IWR-1or IWP-4 ——» RPMI+B27 Hudson et al. 2011

wonolayer on Matrigel | [ Confient monolayer | | Monclayer N ——
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- hES se nedari dlouhodobé kultivovat beze zmén v genotypu / fenotypu

- dlouhodoba kultivace za sub-optimdlnich podminek vede k dosud neznamym,
epigenetickym zméndm snizujicim schopnost pluripotence (ireverzibilnimi i
pro cytoplasmu zygoty, Amano 2006)

- dosud neni spolehlivé vyreden potenciondlni vznik teratomd

- biologie a diferenciacni potencidl ES bunék nejsou dosud dobre
prozkoumadny

- kultivace ES bunék je stdle zdvisla na nedefinovanych faktorech

Cdstelné vyredeno za vyuziti iPSC:

- vliv pohlavi, inaktivace X chromosomu x aktivace gent na ¥ chromosomu
(variabilita v odpovédi na stimuly diferenciace, stabilitu vlastnosti..)

- etika ziskdvdni novych lidskych ES linii (rizné stdty, rizné pohledy na véc)

- finance, pres velice atraktivni potencidl, ktery v sobé ES burky maji, neni jisté,
jestli sou¢asnd spolenost bude mit dost prostredkl na jejich vyuZiti

napr. v bunééné terapii m



