Co vime o kmenovych bu nkach?
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Kmenoveé bu nky: Kriteria a definice

Bunky, které maji dvé zakladni vlastnosti::
1. Sebeobnova

(P|uri)p0tence 5 Diferenciace

Schopnost vytvorit
identické kopie

Schopnost vytvaret
diferenciované/funkéné
specializované burnky

Vyzkum
& biomedicinske aplikace




Mechanismus sebeobnovy kmenovych bun  ék (KB)
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Embryonalni KB

Fetalni a dosp élé KB (s vyjimkami)

ZC Kombinace obou mechanism U = neuralni KB !l!



Kapacita KB replikovat se in vivo a in vitro
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IN VIVO

Embryonalni KB -v podminéch in vivo neexistuiji !!!

Dosp élé KB -pravd épodobn & po cely Zivot (s vyjimkam)
IN VITRO
Embryonalni KB -neomezena
Neuralni KB -neomezena (?)
Dosp élé KB -nékolik d éleni

s s ické N o lolp) _
Pro srovnani Somaticke bu nky 22?2 nebo 0-50x
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Transformované (nadorove) bu nAky -neomezena



Diferencia €ni kapacita KB

Embryonalni KB Hematopoetické KB Gastrointestinalni KB KB prostaty

Biologicky ustav N4
‘\:?: PFiklady



Linie KB - neomezeny zdroj pluripotentnich bun  ék

(“Dostupnost” kmenovych bunék " o
l Priklady dosp elych KB

—

CD34*
CD133*
c-kit *
HLA-DR-
CD38-

CD71
CD45

pro manipulace in vitro)

Embryonalni KB
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Dosp élé KB a jejich ,,niche”

Niche cell
Progeny cell

Differentiating
-Entaroendocrii
~Goblet

-Enterocyte

Adhesive
molecule_

ECM

TA = transient amplifying cells TA Cells
AW e

Sell Renowal ‘

Basement
membrane —

De-differentiation

Mesenchymal
el

Paneth Cell

Basement Membrane

Endothelium

/ \ 8 = adhezni molekuly podporuji prezivani KB

1-7 = signaly, které urcuji prostredi ,niche*

Signaly, které definuji ,niche* Gl KB
S g— a reguluji jejich proliferaci
a diferenciaci - napf. Wnt, BMP, Notch, Ihh

@ A @(Jsteoblasts _
- |!
@) ~2° ——
Sy - %
@ «— Stomalcells

“Niche” je charakterizovano pfitomnosti nékolika typu podpurnych bunék a mnoha signalnimi

molekulami, které spole¢né vytvareji podminky pro prezivani, pfipadné diferenciaci KB




Pro¢€ je znalost biologie kmenovych bun  ék
mimo Ffadné dulezita pro sou €asnou medicinu?

Fidit jejich diferenciaci a mnozeni, je nezbytna pro vyvoj novych tzv. bun éénych

** moznost manipulace s KB v podminkach in vitro, kombinovana s moznosti
terapii !! \

% pochopeni mechanism 1, které Fidi diferenciaci a mnozZeni normalnich KB p  Fedstavuje
s velkou pravd épodobnosti kli € k pochopeni vzniku mnoha nadorovych onemocn  éni !l

Pluripotence @ @4/ . @
@ O O,
Bunéénésmrt- . - . -
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Historie objev U kmenovych bun ék (KB)

Od Prometha k...

>,,Omnis cellula e cellula® -Rudolf Virchow 1855
> Primitivni KB v krvi -1917
>,,Ko|onie-formujl’ci” buriky v kostni dfeni -1961
> Embryonalni karcinomové bunky -1974

> MySi embryonalni KB -1981

>Dospé|é KB ~1980 -

> Embryonalni KB z lidskych blastocyst -1998

> Indukované pluripotentni KB (tzv. iPS cells) - 2006




Kde m uzeme nalézt po €atky vyzkumu
embryonalnich KB?

Na za€atku byly nadory
(teratomy/teratokarcinomy)

1954 — kmen mysSi 129 - pfirozeny vyvoj

testikularnich teratokarcinom U
(Stevens & Little)

Kli€ovy objev

1964- teratokarcinomy obsahuji
malo
po éetnou populaci bun ék, které maji
kapacitu diferencovat do mnoha
bunéénych typ U
(Kleinsmith & Pierce)
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Gall
Martin

Bunky ziskané z teratokarcinom U
‘ a udrzovane in vitro ukazaly dalsi
Marti zajimavou vilastnost

Evans

Kontinualni proliferace bez
| ztraty kapacity diferencovat - pluripotence

1974 — bunky z teratokarcinom U jsou pluripotentni
| po dlouhodobém mnoZeni in vitro
(Gail Martin & Martin Evans )

-~ SEBEOBNOVA (SELF-RENEWAL)

1974 — po injekci teratokarcinomovych
bun ék do embrya ve stadiu blastocysty

Jiny d tikaz pro
pluripotenci

vznikaji chiméry
(Martin & Evans)
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Linie pluripotentnich kmenovych bun  ék z mysich

embryi — embryonalni kmenové bu nky
(Martin & Evans, 1981)

Casné embryo ve stadiu blastocysty

Izolovana vnit Fni bun é€éna masa (epiblast)

Izolovany epiblast po p Feneseni do
in vitro podminek (+ podp trné bu nky + leukemicky inhibi  €ni faktor, LIF)

Kultivace a pasazovani bun ék pomoci enzymatické
disagregace kolonii (po neomezenou dobu)
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Nobelova cena za fyziologii a medicinu 2007

Vyvoj technologii, které vedou k vytvoreni tzv. knockout mysi pomoci embryonalnich KB,
tj. moznost ziskani geneticky modifikovanych zivych zvifat s pozadovanymi mutacemi ve
vSech burikach

A. Gene targeting of embryonic stem cells

Oliver Smithies
}:E‘f'gkyt ’ Mario R. Capecchi



Lidské embryonalni KB
(Thompson et al, 1998)

Casné embryo ve stadiu blastocysty

Izolovana vnit Fni bun ééna masa (epibast)

Izolovany epiblast po p Ffenosu do
in vitro podminek (+ vyZivna vrstva bun ék + FGF2)

Kultivace a pasazovani bun ék pomoci enzymatické
nebo mechanické disagregace
kolonii (po neomezenou dobu)
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Technologie ziskani lidskych embryonalnich KB

Casné embryo — blastocysta
(Clovék 4-5 dni /mys 3.5 dne)

sDarované pro vyzkumné U €ely — informovany souhlas
*Bez finan éni kompenzace

Blastocysta = trofektoderm + ICM (epiblast)

» Odstran éni zona pellucida (pomoci enzymu pronazy)
* Izolace ICM technikou ,imunochirurgie”
* Pfenos ICM na podp urnou vrstvu fibroblast G (CF-1)

« Kultivace v definovanych mediich
(DMEM/F-12 s KO-SR + FGF-2)

» Pravd épodobné uchyceni ar uast ICM

Biologicky ust: it Fni ecnAa i
z/:‘:'”g'””sa" ICM = Inner Cell Mass; vnit fni bun &&na masa; epiblast; embryoblast



Prvni znamky r astu budoucich
embryonalnich KB

Neékolik prvnich pasazi je kritickych
— mechanicka disagregace

Detailni charakterizace linii KB je nezbytna

TRA-1-60 TRA1-81
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Tajemstvi kmenovosti KB odhaleno (?) - prvni krok k ziskani iPS bun

Rudolf Jaenisch Douglas Melton Richard Young
(MIT) (Harvard Un iversity) (MIT)

Uzavieny regula €éni kruh zahrnujici r astové faktory (FGF, TGF Beta),
transkrip €ni faktory (OCT4, NANOG a SOX2), enzym RNA polymera zu ll,
a rodinu protein 0 ,Polycomb*” v lidskych embryonalnich KB

Diferenciace

Diferenciace Diferenciace

Diferenciace Diferenciace

Diferenciace Diferenciace
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Indukované pluripotentni KB (amanaka 2006

Kinetika reprogramace fibroblast G do pluripotentnich KB - relativn é kratka cesta zp ét

Stabilni reprogramace na “kmenovost”

’§ Cas ve dnech
7 [ | | | | |

eny typické pro fibroblasty))

Somaticke buriky markery pluripotentn_ IPS bunky
Napf. kozni fibroblasty -irové e

geny pluripot

7

aktivita telomer

umiéeni chromozo
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Technologie derivace indukovanych pluripotentnich K B
pomoci indukovatelneho lentiviroveho systému -
dvoukrokovy proces

1 . Oct-4 lokus nebo Oct-4 lokus nebo
Nanog lokus Nanog lokus
Dox
| —
A O
Fibroblast iPS buriky
2. (GFP-) Infekce (GFP+)
Oct-4
Sox2
—1 S'LTR tetO 3LTR —
Klf4
c-Myc

»Lentivirovy systém slouzi k introdukci
genetické informace (TF) do diferencovanych bunék

» Transkrip¢ni faktory reprogramuiji diferencované GFP = Green Fluorescent Protein
buriky na ,kmenovost“ se vSemi vlastnostmi



“IPS cells make germ line chimeras”

Oct-4 GFP  Oct-4 GFP Nanog GFP
fibroblasty  iPS buiky iPS burky

Tzv. injekéni chiméry
(bila a hnéda srst)

gy

A * !

Nanog GFP iPS chiméra Oct-4 iPS chiméra

):E‘f'gkyt



Pouziti KB: “From bench to bedside”

-

Téma pro vyzkum
*Mechanismus sebeobnovy KB
*Mechanismus diferenciace a zastaveni diferenciace
- nddorové paradigma
*Mechanismus déleni bunék a regulaci buné&ného cyklu
*Vznik genomickych abnormalit se vztahem k nadoriim
*Mechanismus ¢asného vyvoje ¢lovéka

):E‘f'gkyt

Budoucnost biomediciny
*Bun ééna terapie
*Modely nemoci
*\/'yvoj l€Civ
sTestovani toxicity

-~




Soucasné pokroky v diferenciaci
lidskych embryonalnich KB -
biologické modely a aplikace

eNeurony, astrocyty, oligodendrocyty
eKardiomyocyty

eInsulin-produkujici pankreatické bunky
eKrevni bunky
elmunokompetentni burnky
eEndotelialni buriky
eBunky trofoblastu
eRespiratorni bunky
eOsteoblasty
eHepatocyty
eMelanocyty
eBunky prostaty
eZarodecne buriky
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eno-free” bunky
Isyntetické substraty
etc.



A 4 v

Definované “xeno-free” kultiva ni podminky -
vyvoj pro budouci bun é¢€né terapie

Hydrogely mohou slouzit jako nosi  €e nebo matrice
pro kmenové bu nky a jejich diferencované derivaty

Humanizované kultiva €ni podminky
* Lidské substraty/fibroblasty (A, B)
* Chemicky definované média (C)
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Kultivace lidskych embryonalnich KB na korpuskularn ich
mikronosi €ich v suspenzi - mozna cesta efektivni propagace?
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Cellhost systém pro automatizovanou kultivaci lidskych
embryonalnich KB

cytokeratin
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Vyvoj terapeutickych protokol U s lidskymi embryonalnimi KB

Neurony ziskané diferenciaci lidskych embryonalnich
KB vytvareji normalni synaptické spoje.

Priklad 1: Transplantace dopaminergnich

neuron U do krysich mozk %Q&
(model Parkinsonovi nemoci) G.;y%/) %

-integrace neuron U do poskozene tkan e Problematicke je ziskani 100% populace

-produkce dopaminu neuronu pro terapeutické aplikace.
-znovuobnoveni funkci Stejny problém existuje i v jinych pfipadech
cilenych diferenciaci.

ﬁ?}?ﬁ%l‘cﬂkxﬂstaﬂy -WVOj nédor ﬁ (?) ! ! !



Vyvoj terapeutickych protokol U s lidskymi embryonalnimi KB

Priklad 2: Transplantace pankreatickych a endokrinnich progeni toru
u mysich model

. -integrace progenitor U do tkan é
-pFfemeéna na sekre €éni [Jeta bu Aaky

-syntéza pro-inzulinu a C peptidu

-nutnost sou €asné transplantace ,instruktivnich® bun ék !

E @ gy ety



Vyvoj terapeutickych protokol G s lidskymi embryonalnimi KB

Priklad 3: Dlouhodoba hematopoeticka repopulace u oza fenych mysi a ovci

-nizka u €innost diferenciace in vitro
-CD34+ a CD45+ bunky osidluji kostni d fen
-CD34+ a CD45+ bunky dlouhodob é
prezivaji a mnozi se v kostni d Feni
-jednou transplantované hematopoetické bu  Aky
mohou byt opakovan & transplantovany

-hlavni bariéru tvo Fi NK bu Aky p Fijemce !!!




Vyvoj terapeutickych protokol U s lidskymi embryonalnimi KB

Priklad 4: Transplantace kardiomyocyt
do krysiho srdce s infarktem myokardu

-"tepajici” kardiomyocyty mohou byt
derivovany z lidskych embryonalnich
kmenovych bunék ve velkych mnozstvich

-bunky se dobfre zabudovavaji do ischemické
tkané a obnovuji kontrakce srde¢niho svalu

-bunky reaguji na vnéjsi stimuly stejné jako
puvodni “zdravé” bunky

-problém vazivoveé, tzv. ischemické jizvy?

Biologicky ustav



Definice I.

Embryonalni KB jsou burky
embryonalniho puvodu se schopnosti
sebeobnovy, multiliniové diferenciace in
vitro a in vivo, klonogenni kapacitou,
normalnim karyotypem, dostatecnhou
proliferacni kapacitou in vitro v
definovanych podminkach a schopnosti
hlubokého zamrazeni a rozmrazeni bez
vyrazné ztraty zivotaschopnosti. Kombinace
téchto vlastnosti je nazyvana “kmenovosti”
(stemness).



Definice |l.

Dosp elé KP jsou bunky s klonalnim
potencialem, které jsou za fyziologickych
nodminek pfitomné v riznych organech a
tkanich, sebeobnovuji se, a prubézné, nebo
kdyz dostanou vnéjsi signal, zacinaji
diferencovat a vytvareji funkcne
specializované bunky potfebné k regeneraci
organu a tkani.




Definice .

Indukovane pluripotentni bu  nky (tzv.
Induced pluripotent stem cells; IPS cells)
jsou bunky vytvorené z dospélych
diferencovanych bunek (tj. somatickych
bunék) pomoci ,jednoduché” metody - geny

k[Llodujici nekolik (2-4) transkri

ncnich

faktoru jsou klonovany do virového vektoru a

jednoduchym pridanim takovyc

N vektoru do

In vitro kultury somatickych bunék (napfr.
fibroblastu) dojde za urcitych podminek k
Jreprogramaci“ bunék do pluripotentniho

embryonalniho stavu.



Co vime o kmenovych bu nkach?
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