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Somatické kmenové bunky
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Pluripotentni embryonalni kmenové bunky
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Embryonic Embryonic |germ cells Embryonal carcinoma
stem cells
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_.,;,,ﬁ.;::a@@ stem cells
= Donovan 2001

Emb}'yOr_lélni kmenové bunky (Embryonic stem cells — ES)
Embryonalni zarodecné bunky (Embryonic germ cells — EG)
Embryonaini nadorové bunky (Embryonal carcinoma cells — EC)




Diferenciac¢ni potencial
ES bunék odvozenych z vnitrni bunééné masy

Embryonalni
tkané

Zarodecny

/> | cktoderm

Zarode¢ny
mezoderm

\ Primitivni

prouzek

Alantoicky Zarodecny
ektoderm entoderm
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Hypoblast entoderm vak tkane

N1y Trofoblast ——— Cytotrofoblast ~————  Syncytiotrofoblast Gilbert 1997 / Bilek 2004
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Verifikace kmenovych bunék

sebeobnova x'schopnost diferenciace | | g

Embryonalnikmenové bunky
- specifické znaky/markery a vlastnosti
- diferenciace in vitro
- diferenciace in vivo - chiméry

- teratomy

Somaticlgé'kmeno_\_lné bunky
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- « .. . - specifické znaky/markery aviastnosti
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Diferenciace ES /| EC 'bunek in vifro

kultivace
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Embryoidei téliska

a) Embryoidni teliska (Embryoid bodies

- EB) \ :
+jednoduché, vice bunécnych typu ‘\f‘“"”"‘ ’r "":fwi,ﬁ?""
~ + tolerujici- genotyp TS pAed e
/¥ =Spatné definované podminky Trofoblast ___Rathjen

b) V monovrstve
~  +Iépe definovné podminky
- mala vytéznost
- silné zavislé na genotypu (mys)
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Leukemie inhibujici faktor - LIF

" blokuje spontanni i indukevanow diferenciaei embryonalnich pluripotentnich
bunék

» vyznamny regulator hemopoezy, NEUROGENEZE, kardiogeneze ...

= ClenIL-6 rodiny (IL-6, IL-11, LIF, oncostatin M/OSM, ciliary neurotrophic
factor/CNTF, cardiotrophin-1/CT-1, cardiotrophin-like cytokine/CLC

= pleiotropni pusobeni
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Gp130 / IL-6 cytokiny (ligandy)

IL-6 - interleukin-6

IL-11 — interleukin-=11

LIF = leukemia inhibitoryfactor
CT-1 - cardiotrophin-1

CNTF - ciliary neurotrophic-factor A
OSM = oncostatin M o rse'ggs,l'jrv'c'
CLC — cardiotrophin-like cytokine

Po navazani ligandu na specificky receptor se tento komplex vaze s
vysokou afinitou na receptor gp130 a spousti transdukci signalu

IL-6 1L-11 LIF
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LIF-R- < +«———— CNTF
- ! \ ‘/ b +*CT-1
. ORI — OSMER ~+—— OSM
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~*gp130 samotny ma k ligandtim velice nizkou afinitu, tim je zabranéno aktivaci gp130 samotnym ligandem!
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Komplex ligand / vysoce afinitni receptor / gp130 spousti nékolik paralelnich
drah transdukce signalu, hlavni/fyziologicky nejvyznamné&jSi se zda draha JAK ->
STAT.
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STAT

_éﬂi‘tﬂ expression
Heinrich 2003
JAK =.Janusova kinaza (tyrosin kinaza)

STAT — transduktor signalu a-aktivator transkripce
(signal transducer and activator-of transcription)




Vybér nejvyznaméjsich oblasti vyzadujicich metabolizmus retinolu/vit.A

A) fotorecepce B) rust a vyvoj organismu
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Kyselina retinova - RA

* velmi silny induktor

= pleiotropni pusobeni

Extrabunéény Retinol Cytoplazma
prostor
Retinol

Retinol
dehydrogenaza

Retinaldehyde

Retinal
dehydrogenaza

arvans-Retinoic acid \ afrAvrans-Retin(‘)ic acid

S R
¢<s-Retinoic acid scs-Retinoic acid

McCaffery a Driiger, 2000

ES/EC + EB + RA

" bunky neuralni
* buniky Kosterni svaloviny a:adipocyty
* bunky srdecni a-hladké svaloviny

nM.RA

~ |ES [ EC +#monovrstva + RA

" bunky primitivniho entodermu- y
" heuralni bunky (moteneurony?)
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Serinové a threoninové zbytky fosforylované () u RAR/RXR receptoruy,
ukazany jsou ipotencionalné fosforylovatelné(isia)
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- AF=1 (A/B doména) — oblast regulujici aktivaci transcripce;nezavislé na ligandu \ JNK1 + JNK2

- UB_D_ (C doména) — DNA vazajici doména (DNA-binding domain)
-’}BDIAF-Z (D/E doména) — oblast regulujici aktivaci transkripce, zavislé na ligandu




Systém pro detekci RA v bunkach/tkanich
(RARE-LacZ reporter)
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*dalSi faktory/sekvence nezbytné pro funkci promotoru
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Exprese a aktivita RALDH-2 v mozku
mysSiho embrya (16 dpc)

A) In situ hybridizace'mRNA RALDH-2
B + C) RARE aktivita(RARE-LacZ reporter)

A

hindbrain

. midbrain Detekce bunék exprimujicich
indukovanou (3-galaktosidazu
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Schematicky princip imunodetekce
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Uéinek séra na RA indukovanou neuralni diferenciaci ‘
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Nediferencované bunky EC-P19 ;
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Leukemie inhibujici faktor (LIF)
posiluje RA indukovanou neuralni diferenciaci
EC buneék linie P19

Proliferace

Diferenciace

C SF SFILIF SFIRA SFILIFIRA

Neuron- A
111 b-tubulin §
wo -+ = Apoptoza

LIF - - - + 4+ - - + +

Total protein (ug per dish)

R4 - - - - - + + 4+ +

hours 0 24 48 24 48 24 48 24 48
LIF - - - + + - - + +

R4 - - - - - + + + + 66 kDa
Lamin B
hours 0 249 48 29 48 29 48 24 48 45kDa
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Cytokine

Growth Factor Receptors AG490

Receptors Non-Receptor
Tyrosine Kinases

SB-202190

pIR/INK

exprese a postranslacni modifikace
regulacnich proteint

Bel-x, Cyelin D1,
c-Mye, p21'WA¥

Differentiation, Proliferation,

| Bowman 2000 Survival, Oncogenesis J

= transkripcni aktivita Stat-3 (reporter pAPRE-luc)
transkripcni aktivita AP-1 (reporter p3TP-Lux)
transkripcni aktivita RAR/RXR (reporter pRAREB2-luc)




Detekce stupné diferenciace EC bunék indukovanych neuralnim smérem
(specifické protilatky)
~ “RA_~. & RALHIF RA 6  RAMIE

P
o < >
< » < »

DO

R ML T, S e il i T eeed .
OB < e TR St ST et TN ol

N-CAM

Neuron-specific lll B-tubulin

Total protein

Detekce fosforylace (posttranslaéni modifikace) Erk kinazy
(specificke protilatky)

Erk
. ST S N P el e ]
o LIF= P v e
RA = - - o i S + el

Y



