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Pluripotentni embryonalni kmenové bunky

Inner cell
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Embﬁbnélni kmenoveé bunky (Embryonic stem cells — ES)
. Embryonalni zarodecné bunky (Embryonic germ cells — EG)
-~Embryonalni nadoroyvé bunky (Embryonal carcinoma cells — EC)




Diferenciacni potencial
ES bunék odvozenych z vnitrni bunééné masy .
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Diferenciace ES /| EC bunek in vifro

kultivace
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Embryoide téthiske

a) Embryoidni teliska (Embryoid bodies
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Leukemie inhibujici faktor - LIF

" blokuje spontanni i indukovanou diferenciaci embryonalnich pluripotentnich
bunék

» vyznamny regulator hemopoezy, NEUROGENEZE, kardiogeneze ...

" Clen'TL-6 rodiny (IL-6, IL-11, LIF, oncostatin M/OSM, ciliary neurotrophic
factor/CNTF, cardiotrophin-1/CT-1, cardiotrophin-like cytokine/CLC

= pleiotropni puisobeni




Gp130 / IL-6 cytokiny (ligandy)

IL-6 = interleukin-6

IL-11 — interleukin=11

LIF = leukemia inhibitory factor
CT-1 —cardiotrophin-1

CNTF - ciliary neurotrophicfactor L
OSM — oncostatin M E;'_‘"R'R zggsgly'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
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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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JAK =Janusova kinaza (tyrosin kinaza)
STAT — transduktor signalu a-aktivator transkripce
(signal transducer and activator-of transcription)
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Kyselina retinova - RA

* velmi silny induktor

= pleiotropni pusobeni

Extrabunécny
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srrans-Retinoic acid \ af/Arrans-Retinqic acid
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ES/EC + EB + RA

" bunky neuralni
= bunky Kostérni svaloviny a-adipocyty
= bunky srdecni-a-hladkeé svaloviny

nM.RA

ES / EC ¥ monovrstva + RA
" buiiky primitivatho entodermu
= neuralni bunky (mateneurony?). |




Serinové a threoninové zbytky fosforylované (1 ) u RAR/RXR receptordu,
ukazany jsou.ipotencionalné fosforylovatelné(cisia)
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- AF-1 (A/B doména) — oblast regulujici aktivaci transcripce;nezavislé na ligandu \ JNK1 + JNK2

t DB_D_ (C doména) — DNA vazajici doména (DNA-binding domain)
-*';L_BD/AF-Z (D/E doména) — oblast regulujici aktivaci transkripce, zavislé na ligandu




Systém pro detekci RA v bunkach/tkanich
(RARE-LacZ reporteér)
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*dalSi faktory/sekvence nezbytné pro funkci promotoru




Exprese a aktivita RALDH-2 v mozku
mysiho embrya (16 dpc)

A) In situ hybridizace'mRNA-RALDH-2
B + C) RARE aktivita (RARE-LacZ reporter)
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Relative luciferase activity
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Schematicky princip imunodetekce




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 bunék linie P19

Diferenciace
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Cytokine
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8 transkripcni aktivita Stat-3 (reporter pAPRE-luc)
transkripcni aktivita AP-1 (reporter p3TP-Lux)
transkripcni aktivita RAR/RXR (reporter pRARE(2-luc)




Detekce stupné diferenciace EC bunék indukovanych neuralnim smérem
(specifické protilatky)
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