On-line atlas rtiznych typi kmenovych
bunék a vybranych diferenciacnich
postupli

Cedikova M., Krakorova K., Miklikova M., Hronova M.,
Balandova A., Pitule P., Kralickova M.

Prace byla podpofena grantem FRVS G3 835/2012



Nazev: On-line atlas riznych typt kmenovych bunék a vybranych diferenciac¢nich postupti
Autor: MUDr. Miroslava Cedikova,

MUDir. Kristyna Krakorova,

MUDr. Michaela Miklikova,

Markéta Hronova,

Alzbéta Balandova

Mgr. Pavel Pitule,

Doc. MUDr. Milena Kralickova, Ph.D.
Pracovi$té: Ustav histologie a embryologie
Recenzent:

Pocet stran: 37

Vydala: Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze

Slovo na uvod



Vazeni studenti a kolegové,

Do rukou se Vam dostavd zcela novy vyukovy material, jehoz poslanim je sezndmit Ctenare se
zakladnimi pojmy z oblasti kmenovych bunék, tkdnovych kultur a se zaklady laboratorni prace s nimi.
Jednoduchou formou Vam budou predstaveny kmenové burky jako takové, budete sezndmeni
s moznostmi jejich péstovani, diferenciaci a s ndslednym imunocytochemickym barvenim.

Vérim, ze Vam bude pfirucka ndpomocna pfi studiu i pfi ziskavani vSeobecného medicinského
rozhledu. Na zdkladé Vasi odezvy ji bude moZné doplfiovat o dalsi materidly, které byste pfi vasem

dalsim vzdélavani ocenili.

V Plzni, 25.11.2012, za kolektiv autor(i Miroslava Cedikova
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1 Tkanové kultury - obecné seznameni

Tkéanové kultury reprezentuji jeden ze stézejnich experimentdlnich pfistupli soucasné
mediciny. Jedna se o kultivaci ¢asti tkani ¢i jednotlivych bunéénych linii v podminkach in
vitro, tedy v prostiedi, kde mtiizeme pro kultivaci zajistit stabilni podminky.

Velkym meznikem v péstovani bunéénych linii byl rok 1951, ptesngji 8. unor tohoto roku,
kdy byla ziskana prvni lidsk4a bunééna linie - byla izolovéana z karcinomu délozniho ¢ipku od
pacientky Henrietty Lacks, podle niz dostala i své jméno - HelLa. Dodnes se jedna o jednu
Z nejpouzivangjSich bunéénych linii.

Obrazek 1: Bunky kostni dfené péstované in vitro, (elektronovy skenovaci mikroskop)

Ke kultivaci bun€k v tkanové kultufe je nezbytna specialné vybavena laboratof. Ta musi byt
peclivé navrZzena a zafizena dobfe omyvatelnym vybavenim a slouzi vyluén€ jen pro
laboratorni ucely. Byva vybavena filtrem proudiciho vzduchu a UV lampou, ktera po
skonCeni dennich praci slouzi k hubeni mikroorganismi. Vzduch v laboratofi by m¢l za
pomoci specialnich zafizeni cirkulovat tak, aby cely jeho objem prosel svétlem zéfice a doslo
k jeho plnému ocisténi. Personal je povinen pouzivat obuv a odév uréeny vyhradné pro praci
Vv laboratofi.

Veskera manipulace s tkanovymi kulturami probiha ve specialnich pftistrojich — laminarnich
boxech (sterilni box, flow box, obrazek 2). Toto zafizeni vyrazné snizuje, az znemozhuje
kontaminaci bun¢k bakteriemi a jinymi nezadoucimi mikroorganismy. Lamindrni proudéni v
boxu udrzuje vzduch v pohybu a filtruje ho tak, aby byl stale Cisty. Piesto je pfi praci v boxu
potfeba pouzivat rukavice a peclivé dezinfikovat vSechny véci, které jsou do boxu vneseny.
Pfed kazdym pouzitim se navic pouziva UV lampa, kterd zneSkodni i1 odolngjsi



mikroorganismy. Jen dodrzovanim tohoto postupu se docili Cistého a bezpecného prostredi
pro praci s bunéénymi kulturami.

Obrazek 2: Laminarni box

Druhym nepostradatelnym pfistrojem v laboratofi tkanovych kultur je tzv. inkubator
(obrazek 3). Toto zafizeni zvenci nikoli nepodobné lednici ma za ukol udrzovat uvnitt stale
stejné prostredi tak, aby buiky, se kterymi se pravé nepracuje, mohly zit v prostfedi co
nejpodobnéj$Sim podminkdm pivodniho organismu. Zasadnim parametrem je teplota,
optiméalni pro vétSinu bunck je kultivace pii teploté¢ 36,5-37 °C. Dal§imi ddleZitymi
parametry jsou vlhkost a zvySené zastoupeni CO,. Vlhkost se udrzuje okolo 95%, aby se
mnozstvi média v kultivacni nddob&é nezmenSovalo a zachovavalo relativné staly objem.
Tenze CO; je udrzovana na 5%.

Ke sledovani rustu bunék, jejich kolonii a kontrole, zda buné¢na kultura neni kontaminovana
jinymi mikroorganismy, slouzi tzv. invertovany mikroskop. Od klasického mikroskopu se
1181 tim, ze objektivy jsou uloZeny ve spodni Casti mikroskopu a diky soustavé zrcadel je nam
umoznéno pozorovat builky zespodu. Divodem je, ze vétSina bunck roste pfisedle
(adherentné) a diky pohledu zdola neni nutné k jejich pozorovani pifekonavat mnohdy znacné
vysokou masu kultivaéniho média.

Médium je roztok uréeny k vyzivé a ochrané bunck (obrazek 4). Poskytuje bunkdm substrat
potiebny k Zivotu 1 rustu.

Vétsina soucasnych meédii obsahuje také fenolovou cerven, kterda je indikatorem pH.
Vyzkumnik pracujici s buitkami diky ni snadno rozpoznd zménu pH, ktera jiz mlze byt pro
bunky Skodlivd. pH se méni vlivem metabolitd, které bunky vylucuji do svého okoli.
Vzhledem k absenci v organismu bézného odplavovani zplodin krvi, je potifeba médium casto
meénit, abychom alespon Castecné tento proces nahradili. Pokud se Cervenn média zbarvi do
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fialova, znamena to, ze se médium stava zasaditéjsi, naopak zesvétlovani média od Cervené
(pH 7.,4) ptes oranzovou (pH 7,0) az do zluta (pH 6,5) znaci pokles pH.

Slozeni nej€astéji pouzivanych médii:

MEM — Minimal Essencial medium (Eaglovo medium); obsahuje vodu, esencialni
aminokyseliny, vitaminy a soli.

DMEM - Dulbeccova modifikace MEM; obsahuje dvakrat tolik aminokyselin jako MEM,
ctyrikrat vice vitamint a dvakrat tolik CO, a HCO3 pro lepsi pufrovaci vysledky.

Alfa MEM - ma oproti MEM vice aminokyselin a vitamind, stejné mnozstvi nukleosidi a
navic obsahuje kyselinu lipoovou.

Obrazek 3: Inkubator pro kultivaci tkanovych kultur

Obrazek 4: Média pro kultivaci tkanovych kultur



Vétsina bunéénych kultur potiebuje ke své proliferaci kontakt s podkladem — rostou tedy tzv.
adherentn¢ a postupné pokryji celé dno kultivaéni nadobky (kultivacni lahve, Petriho misky
(PM) ¢i vicejamkové destiCky — obrazek 5) — vytvoii tzv. monolayer. V tomto stadiu jiz neni
moznd jejich dalsi proliferace a je nutné ptistoupit k pasazi.

Pasazovanim se rozumi pfeneseni pouze ¢asti bunécné populace z kultivaéni naddoby, kde jiz
buiiky dospély do stddia monolayeru, do nové. Schéma pasdzovani je zndzornéno na obrazku
6. Na obrazcich 7 a 8 je zachycen vzhled bun¢k ihned po pasazi a 24 hodin po ni, kdy jiz
buiiky opét rostou adherentné.

Obrazek 5: Kultiva¢ni nadobky — kultivaéni lahve, misky a desticky



odsatimeédia > zustane
kmenova burika peletabunék

trypsinizace centrifugace

Petrihomiska (PM)
plnabunék

nafedénibunék

-

prenesenijen malého
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Obrazek 6: Pasazovani — adherentni buniky narostlé na Petriho misce (PM) do monolayeru
jsou rozvolnény pomoci trypsinu. Po pfidani média se sérem (k zastaveni Stépici reakce) je
suspenze bunék pienesena do zkumavky a centrifugovana. Poté je odsato médium a K peleté
bunék pfidano nové. Ze vzniklé suspenze je pfenesena jen mala ¢ast na novou PM.



Obrazek 7: Builky pfenesené na novou kultiva¢ni misku ihned po pasazi, zvétseno 20x

Obrazek 8: Bunky 24 hodin po pasazi — adherované k podkladu, zvétseno 20x
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2 Kmenové bunky

Kmenové buiniky jsou primarni nediferencované buinky, které maji schopnost diferencovat se
(pfeménit se) na jakykoliv jiny typ buné¢k. Maji tedy schopnost vytvaret nové builky a
opravovat poskozené nebo opotiebované c¢asti organi a tkani v téle. Zarovenn mohou
obnovovat i samy sebe. Zakladni rozd€leni kmenovych bun¢k je znazornéno na obrazku 9.

Kmenové buriky se déli na embryonalni kmenové buiiky a adultni kmenové buiiky (ty jsou
nekdy nazyvany jako tkanove specifické kmenové bunky ¢i neembryonalni kmenové buiiky).
Embryonalni kmenové burnky jsou ziskavany z vyvojovych stadii oplodnéného vajicka — tj.
z doby nez dojde k jeho implantaci v déloze. Naopak adultni kmenové bunky nalézame jiz v
diferencovanych tkdnich a organech. Mezi tento typ bunék patfi napi. mesenchymalni a
hematopoetické kmenové buiiky.

blastocysta

oplozeni ryhovani
P VIS kultivace pluripotentnich embryonsinich KB

diferencované bunky

> — ;

totipotentni  pluripotentni
krevni bunky

‘I' / hematopoetické KB
A ‘ —
. O tukové burky, vazivo, kost, ...

\msen(hyma’lm‘ KB
-

< - bufiky nervového systému

neurdlni KB

tkanoveé specifické
(adultni) KB
multipotentni

Obrazek 9: Schéma zndzormujici zékladni rozdéleni kmenovych bunék
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Zvlastnim a nejnovéji objevenym typem jsou indukované pluripotentni kmenové bunky, které
jsou uméle vytvotrené z diferencovanych buné¢k lidského téla.

Kmenové buitkky mtizeme také délit z hlediska jejich diferencia¢niho potencialu (do jakych
typt bunek jsou schopné se piemeénit) na bunky:

e TOTIPOTENTNI - mohou se pfeménit v jakykoliv typ bunék jedince véetnd
extraembryonalnich tkani - placenta, pupecnik, embryondlni obaly a zarovei i dalsi
totipotentni buriky.

e PLURIPOTENTNI - maji schopnost diferencovat se do bunék viech tfi zarode¢nych
listti (ektodermu, entodermu a mesodermu) — tzv. do jakékoliv butiky lidského téla,
dale do sebe sama, ale ne jiz do bunky totipotentni (pfikladem jsou napi. embryonalni
kmenové bunky).

e MULTIPOTENTNI - mohou se diferencovat pouze do piibuznych bunék danému
typu buiiky, pt. hematopoetické kmenové buniky, mesenchymalni kmenové buiiky.

e PROGENITOROVE (unipotentni) - mohou produkovat pouze jediny typ bungk, ale
je jim ponechana schopnost sebeobnovy.

Nika kmenové buiiky (niche)

Jedna se o specidlni mikroprosttedi, v némz sidli kmenové buniky. Toto prostiedi jim zajiStuje
nejen vyzivu, ale zaroven je ochranuje pied diferenciaénimi a apoptotickymi signaly z okoli.
Zabraniuje 1 nadmérné stimulaci proliferace bunék, kterd by mohla vyustit v nadorové bujeni.

2.1 Embryonalni kmenové bunky

Embryonalni kmenové bunky (ESC) jsou pluripotentni bunky, mohou se tedy diferencovat do
vSech tfi zarodecnych listi (ektodermu, entodermu a mesodermu), zarovenl i do sebe sama.
Markery pluripotence jsou napt. Nanog, Oct 3/4.

Jsou odvozené z embryoblastu blastocysty, tedy z raného stadia oplodnéného vajicka. Prvni
lidské ESC byly izolovany v roce 1998, naproti tomu mys$i jiz mnohem diive — v roce 1981.
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Jejich potencial ve svéteé védy je obrovsky (reparace tkéni, transplantace), doted’ ale neni

vyfeSena problematika s jejich pfipadnym nekontrolovatelnym rastem a Stim spojenou
pfeménou na nadorové bujeni. Dal§im problémem u lidskych ESC je otazka eticka.
Kultivované ESC jsou vidét na obrazcich 10 a 11.

Obrazek 11: Mysi embryonalni kmenové buiiky kultivované na PM, zvétSeno 20x
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2.2 Adultni kmenové bunky

Adultni (somatické) kmenové bunky jsou multipotentni nediferencované kmenové bunky,
vyskytujici se v jiz diferencovanych tkanich a organech, kde se podileji na opravé a udrzbé.
Mohou tedy diferencovat do nekterych ¢i vSech specializovanych bunécnych typti v dané
tkani ¢i organu. Pfikladem mohou byt napi. mesenchymalni (MSC) a hematopoetické
kmenové bunky.

2.2.1 Mesenchymalni kmenové buiiky (MSC)

Jsou to multipotentni kmenové buiiky se schopnosti sebeobnovy a zaroven diferenciace do
osteoblastli, chondroblastti, myoblastii, fibroblastl, adipocyti a stromalnich bunék (obrazek
12). Na obrazcich 13, 14, 15 jsou ukazany nediferencované MCS, naopak na obrazku 16, 17 a
18 jiz diferencované do adipocyti.

MSC jsou definovany jako nehematopoetické (primarné neschopné tvoftit buniky krevni fady)
kmenové bunky, vyznacuji se expresi povrchovych markeri: CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105 a CD106. Naopak u nich nenalezneme povrchové markery CD31, CD33, CD34 nebo
CD45, které jsou typické pro hematopoetické kmenové bunky. Ukadzka vySetfeni markerd
MSC pomoci pritokové cytometrie je znazornéna na obrazku 19.

kost

g . tukova tkan
mesenchymalni KB

ki i dFen V
ry - VF’

vazivo

chrupavka

)

kost

svalovina

stromalni burika

Obrazek 12: Mesenchymalni kmenové bunky

14



Obrazek 13: Mysi mesenchymalni kmenové bunky pozitivni na zelen¢ fluoreskujici protein
(GFP), zvétseno 20x

Obrazek 14: Mesenchymalni kmenové bunky kultivované na PM, zvétSeno 20x
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Obrazek 15: Monolayer mesenchymalnich kmenovych bunék, zvétseno 20x

Obrazek 16: Adipocyty vyplnéné tukovymi vakuolami (oznaéeny Sipkou), zvétSeno 20x
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Obrazek 17: Adipocyt vyplnény tukovymi vakuolami, zvétSeno 40x

Obrazek 18: Adipocyty — tukové vakuoly nabarveny pomoci barveni ,,0il red*‘,zvétSeno 20x

17



MSC pasaz-105/73/27 MSC pasaz-105/73/271/90/1¢ MSC pasaz-105/73/271/90/1

3

O

N

87 5

- 3
€ 3 S
3.3 P4 o

o
O &

T

10°

102 100 10f

CD105 FITC-A

lllﬁo

10° 10' 10
CD90 APC-A

102 100 10* 10

CD34 PE-Cy7-A

5

Obrazek 19: Ukazka vysetieni markerd MSC pomoci pritokové cytometrie (markery CD90,
CD105aCD34).

Ve tkéni se vyskytuji v ,,niche “, v prostorech, kde maji kmenové buniky ideélni prostfedi pro
svoji existenci. Pokud je niche zni¢ena nebo narusena, MSC ztraci vlastnosti kmenové bunky
a diferencuje se do bézné bunky tkané, ve které se nachazi. Pokud je znic¢ena kmenova buika,
avSak niche zlstane nedotcena, brzy niche osidli jind kmenova buiika. Po¢et MSC je tedy
regulovan poctem niche.

Podle soucasnych vyzkumi hraji MSC roli v regeneraci tkani vSech zarode¢nych listi.
Pomahaji regenerovat poranéni kozniho krytu, maji G¢inky i na nervovy systém - byla
prokédzana jejich podplrnd regeneracni funkce na poSkozenych perifernich neuronech,
podobné jako na poranéné miSe. Zkouma se jejich mozny vliv na mozkovou tkan postiZenou
napfi. u Parkinsonovy choroby.

Dale byly popsany jejich ucinky pfi reparaci a novotvorbé chrupavky a hojeni kostnich
defektt.

Pomahaji regenerovat a nové tvorit hepatalni tkan, studuje se jejich vliv na vaskularni
choroby. Slibné se jevi i jejich mozny piispévek k 1écbé diabetes mellitus a jeho nasledku -
neuropatie, vaskulopatie a diabeticka noha.

Dalsi zvlastnosti MSC je jejich imunomodula¢ni schopnost. V této souvislosti jsou
zkoumany napriiklad jako prostiedek v boji proti GVHD (graft versus host disease = reakce
Sté€pu proti hostiteli).

Imunosupresivni efekt se vyuziva ve vyzkumu 1é¢by fady onemocnéni, jako napft. diabetes
mellitus, artritida, roztrousena sklerdza a systémovy lupus erythematodes.

Zajimavost: 'V anglické literature je slovo mesenchymalni casto povazovino za synonymum

slova mezodermalni. U nds tyto pojmy rozlisujeme. Mezoderm je stredni zdrodecny list,
zatimco mesenchym je pojivova a podpiirna tkan.
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2.2.2 Hematopoetické kmenové buiky

Hematopoetické kmenové buiky (HSC) jsou multipotentni kmenové bunky se schopnosti
sebeobnovy a zaroven diferenciace do bun¢k krevni fady. Po zniCeni kostni diené¢ jsou
schopné ji pln¢ nahradit a zajistit tak dlouhodobou produkci vSech krevnich elementi.
Vyznacuji se expresi povrchovych markeri CD31, CD33, CD34 a CDA45.

V téle se vyskytuji ve stromatu kostni dfené. Zde se mnozi a diferencuji. Vyskytuji se zde
v poctu 1 HSC na 100 000 jinych bunék. V periferni krvi je jejich pocet fadove nizsi.

Z tohoto diivodu byl dfive suverénni metodou zisku HSC odbér kostni diené (nejcastéji
z lopaty kosti kycelni). AvSak tento zpusob v soucasnosti ustupuje do pozadi. Jeho
alternativou je mobilizace HSC zkostni diené uzitim cytokini (granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF)) a jejich izolace pomoci separatoru z periferni krve.

Nejcastéjsim zdrojem HSC jsou tedy v soucasnosti kostni dien, periferni krev, ale vyuziva se
také odbér pupecnikové krve ¢i odbér z jater plodu.

Schopnost HSC tvofit a nahrazovat buniky krevni fady, je dnes vyuZivano pii lécbé leukemi,
lymfom, ale také kostni dfené¢ zniCené po radioterapii a chemoterapii. V tomto sméru se
vyuzivaji jak autologni transplantity HSC ociSténé od dalSich bun¢k, tak transplantaty
allogenni od darct. Déle je prokédzan jejich pozitivni vliv na 1écbu dédi€nych metabolickych
onemocnéni (Wiskott-Aldrich syndrom, beta talasemie atd.).

Nové se sleduje jejich potencidl 1 v protinadorové 1écbé. Slibné se jevi HSC lécba na terapii
neodpovidajicich solidnich tumort plic, ovarii, tlustého stieva, prostaty, ¢i metastatick¢ho
postiZeni u rakoviny ledvin.

Dale se HSC wuzivaji v terapii autoimunitnich onemocnéni jako je diabetes mellitus,
revmatoidni artritida a lupus erythematodes.

Zajimavost: HSC je velmi tezké odlisit od leukocytii. Maji stejny vzhled i vahu. Proto bylo
V minulosti velmi tézké zjistit jejich mnozstvi a vyhodnotit tak uspésnost odbéru. V soucasnosti
se V laboratornich podminkdch rozlisuji od dalsich bunék podle povrchovych markeri (viz.

vyse).
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2.2.3 Kmenové bunky pupecnikové krve

Pupecnikova krev je bohatym a dostupnym zdrojem kmenovych bunék (KB). Jsou razného
druhu — hematopoetické, mezenchymalni aj. Nejvétsiho vyznamu a vyuziti dosahuje fada
hematopoeticka, kterd je zdrojem pro transplantac¢ni 1é€bu. Pomérné neddvno byly objeveny
KB non-hematopoetického ptvodu, které jsou pluripotentni — embryonalné podobné kmenové
bunky pupecnikové krve. Exprimuji pluripotentni transkripéni faktor Oct-3/4, ktery hraje
hlavni tlohu pfi sebeobnoveé bunék.

Kmenové buiiky z pupecniku maji hned nékolik pozitiv. V prvé fadé¢ jde hlavné o jejich
dostupnost, kdy se po porodu placenta i pupec¢ni $itira stavaji pro matku i dité¢ nepodstatnou
Z hlediska aktualniho pfeziti. Dalsi pfednost odbéru KB z odlou¢ené¢ho pupecniku je
nebolestivost a nulova zatéz pro dité ¢i matku, a z toho pramenici minimalni etické problémy
odbéru.

Vyuziti v medicin¢ zahrnuje Siroké spektrum 1ééebnych moznosti, které pupecnikova krev
nabizi. Prvni uspéchy slavila transplantace pupecnikové krve v 1é¢bé hematologickych
malignit, jako jsou leukémie a lymfomy. K dulezitym transplantacim KB dochazi také po
chemoterapiich, kdy je tfeba obnovit krvetvorbu. Mezi nemaligni onemocnéni, kterd se daji
1é¢it umbilikéalni krvi, patii naptiklad vrozené metabolické poruchy nebo hemoglobinopatie.
Aplikace non-hematopoetickych KB v praxi je stale ve vyvojovém stadiu. Cilem vyzkumu
téchto bunék je jejich pouziti pii 1€cbé onemocnéni jako napt. diabetes mellitus 1. typu,
systémovy lupu erythematodes nebo détské mozkové obrny a perinatalni hypoxie. Klinické
studie se pak také stale Castéji zamétuji na autologni transplantace v regenerativni mediciné a
na noveé moznosti v 1écebnych postupech.
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2.3 Nadorové kmenové bunky

Nadorové kmenové bunky (cancer stem cells, CSC) jsou buniky nachazejici se v solidni
nadorové tkani, ale i u hematologickych malignit (obrazek 20 — CSC). Jsou velmi
pravdépodobné zodpovédné za progres choroby, vznik metastaz a relaps nadorového
onemocnéni. Neni vylouéeno, Ze jsou ptimo odpovédné za vznik naddorového procesu.

Hypotéza o existenci nddorovych kmenovych bunék se poprvé objevila na konci osmdesatych
let, ale prvni pfesveédCivy diikaz byl zvetejnén v roce 1997 v Casopise Nature Medicine.

Pritomnost CSC byla prokazana u akutni myeloidni leukémie, ale i u solidnich nadort,
konkrétné u nadortt mozku, karcinomu prsu, plic, ovarii, prostaty, pankreatu, u kolorektalniho
karcinomu, melanomu a mnohocetného myelomu. Piedpoklada se, ze se CSC nachazeji ve
vSech typech zhoubného nddorového bujeni. Mezi markery nadorovych kmenovych bunék
patii napt. CD 133 a CD44 — obrazek 21 a 22.

Obrazek 20: Nadorové kmenové buiiky kultivované na Petriho miskach, zvétseno 20x
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Obrazek 21: Imunohistochemickd detekce markeri nddorovych kmenovych bunék
Vv kolorektalnim karcinomu — CD44 (hnéda barva), zvétSeno 10x

Obrazek 22: Imunohistochemickéd detekce markertt nadorovych kmenovych bunék v jaterni
metastaze kolorektalniho karcinomu — CD133 (hnéda barva), zvétSeno 10x

Tyto bunky maji obé zékladni schopnosti normalnich kmenovych buné€k, tedy schopnost
sebeobnovy a diferenciace v rtizné bunécné typy. V nadorech tvoii malou subpopulaci,
ptiblizn¢ 0,1 - 1% z celkové bunééné masy nadoru. Pfesto je pravdépodobné, ze hraji
kli¢ovou roli v chovani nadoru, v jeho agresivité i v resistenci vi¢i chemoterapeutické 16cbe.
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Jsou to totiz pravé naddorové kmenové buiiky, které odoldvaji chemoterapeutikim, zatimco
ostatni bunky nékterych nadort jsou na chemoterapii citlivé. D4 se fici, Ze chemoterapeuticka
lécba prodluzuje délku preziti pacienta, ale k Giplnému vyléceni by vedl pfimy zasah proti
CSC, bez kterych by nador ztratil schopnost dalsiho riistu a schopnost diseminace.

Otazkou zustava, kolik CSC je nezbytné nutnych k zahajeni naddorového bujeni. Laboratorni
pokusy ukazuji, Ze se jedna fadové tisice az desetitisice CSC, ale toto pomérné vysoké ¢islo
muze byt zkresleno tim, ze beéhem transferu bunék z nadorové tkdné¢ do mysiho organismu
nemusi prezit vSechny transferované CSC a novy nador tak zpasobuje populace o0 mnohem
niz§im poétu bundk. Zivotnost transferovanych bunék je také ovlivnéna prostiedim, do
které¢ho jsou implantovany, a tak tato otazka ziistavd zatim oteviena. Nezodpovézena je i
otazka piivodu CSC. Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi dvé hypotézy. Bud' jde o normalni
kmenové buiiky postizené mutacemi, které jim umoznily ziskat vlastnosti typické pro
nadorové bunky, nebo CSC vznikaji z progenitorovych bunék. Uvazuje se i nad moznosti, ze
jde o dediferenciaci mutovanych bun¢k jako takovych, které ziskaly vlastnosti kmenovych
bunék zpétné.

Medicinsky vyznam CSC spociva v jejich rozhodujici roli v chovani naddoru. Cilem vyzkumu
je tedy vyvinout terapii, ktera by vedla k likvidaci CSC bud’ na zaklad¢ jejich typickych
znakd, nebo takovou léCbu, ktera by umoznila diferenciaci CSC a tim ztratu klicovych
vlastnosti pro rist a diseminaci nddoru. Diferencované CSC totiz postradaji schopnost
generovat karcinom.
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2.4 Indukované pluripotentni kmenové bunky

Poslednim typem kmenovych bun¢k, o kterém se budeme zminovat, jsou takzvané
indukované pluripotentni kmenové buiky (iPSC). Tyto buiiky se svymi vlastnostmi nejvice
blizi embryondlnim kmenovym buiikdm a maji Siroky diferenciani potencial. Nejednd se
vSak o bunéény typ, ktery by bylo mozno najit ve vyvijejicim se ¢i dospélém organismu, ale
jsou pfipravovany uméle cilenou modifikaci jiz diferenciovanych buncék téla, nejcasteji
fibroblastli (jako pocate¢ni bunécny typ lze pouzit i fadu jinych bun€k, naptiklad hepatocyty,
ruzné krevni €i neuronalni bunky).

Poprvé byly vytvoreny v laboratofi profesora Yamanaky v roce 2006 pomoci vneseni Ctyt
transkripénich faktord specifickych pro kmenové buniky (K14, c-Myc, Oct3/4 a Sox2) do
mys$iho embryonalniho fibroblastu. Vnesené transkripéni faktory spustily Vv takto
indukovanych fibroblastech ,kmenovy“ program, ktery vzniklym iPSC umoZznil rist
v embryoidnich téliscich (typicky zpisob rustu kmenovych bunék), pti podkozni aplikaci do
imunodeficientni mySi vytvofily teratomy a pfi vneseni do mysi blastocysty se iPSC podilely
na vzniku budouciho embrya. Od jejich objeveni bylo popsano mnoho dalSich protokold,
kterymi je mozné iPSC piipravit. Rovnéz byla potvrzena schopnost diferenciace iPSC do
Siroké Skaly somatickych bunck. Existence iPSC obchazi mnohdy neptekonatelné etické
bariéry spojené s vyzkumem lidskych embryonalnich kmenovych bunék, jelikoz k jejich
pfipravé postaci v podstaté jakékoliv builka z téla dospélého jedince. Pro jejich praktické
vyuziti, predev§im Vv regenerativni mediciné, je jeSté€ nutné prekonat fadu problém, napiiklad
omezit mnozstvi vznikajicich chromosomalnich zmén a mutaci pfi generovani iPSC, ¢i se
vyvarovat pouzivani potencialné onkogennich transkrip¢nich faktord, které jsou ale v indukci
pluripotence nejucinnéjs$i. Kazdopadné vSak iPSC umoznily novy pohled na hierarchii
bunécnych typt v dosp€lém organismu a oteviely dvefe pro mnoho novych sméri vyzkumu.
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3 Kultivace a diferenciace kmenovych bunék

3.1 Kultivace a neurodiferenciace

3.1.1 Kultivace

Zakladni nediferencované kmenové bunky (v nasem piipadé embryonalni nadorové kmenové
buiiky linie P19) jsou kultivovdny na tkdnovych kultivaénich miskdch, potazenych 0,1%
vodnym roztokem zelatiny, v Dulbecco’s modified Eagle's médiu (DMEM), s obsahem 10%
fetalniho teleciho séra, 0,1 mg/ml L — glutaminu, 0.05 mM B-merkaptoetanolu, 100 i.u./ml
penicilinu a 0,1 mg/ml streptomycinu.

Bunky jsou kultivovany v plastovych miskach, lahvich nebo destickach. Pokud buiky
porostou cely povrch kultivaéni nadoby — vytvoii tzv. monolayer, musi dojit k pasazi
(preneseni casti bun¢k na jinou kultivacni nadobu). Podrobnéji se tomuto tématu vénuje prvni
kapitola — Tkanové kultury.

3.1.2 Neurodiferenciace

Jednim z aktudlnich témat v medicin€ je lécba neurodegenerativnich onemocnéni. Ztrata
neurontt vede obvykle k funkénimu deficitu a regenerace v centralnim nervovém systému
(CNS) je omezena, ne vSak zcela nemozna. Lécba onemocnéni CNS je sice problematicka, ale
nadéjnou metodou vedouci k nadhradé postizenych ¢i zaniklych bunck a povzbuzeni vnitinich
regeneracnich mechanismti v postizené tkani by mohlo byt pravé vyuziti kmenovych bunék.

Neurodiferenciace mySich kmenovych bun¢k je provedena za pomoci roztoku retinoveé
kyseliny (RA, ¢ = 5 x10” M) a vymény média kultivaéniho za diferencia&ni - bezsérové (SF),
jedna se o médium DMEM/F12 (1:1), které je doplnéno o 0,1 mg/ml L — glutaminu,
0,1 mg/ml selenu, insulinu a transferinu, 100 i.u./ml penicilinu a 0,1 mg/ml streptomycinu.
Buiiky jsou kultivovany v diferenciacnim médiu s kyselinou retinovou po dva dny, od tfetiho
den jiz pfidame pouze samotné diferenciacni médium - DMEM/F12. Pfiblizné po jednom
tydnu miizeme pozorovat vznikajici neuronalni fenotyp bunék, jak je viditelné z obrazkt 23 a
24.
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Obrazek 23: A,B - Nediferencované¢ kmenové bunky linie P19, zvétSeno 20x;
C, D — Diferencované kmenové buriky za pomoci kyseliny retinové — viditelny neuronalni
fenotyp bunék, zvétSeno 20x a 40x

Obrazek 24: Neuronalni fenotyp diferencovanych embryonalnich nddorovych kmenovych
bunék, zvétseno 40x
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3.2 Kardiodiferenciace

Onemocnéni kardiovaskularniho systému, zvlast¢ pak infarkt myokardu, vévodi tabulkam
morbidity a mortality v primyslové vyspélych zemich. Infarkt myokardu mize vést ke ztraté
kardiomyocytd a ndhradé kontraktilni tkdn¢ fibroblasty, ¢imz dochazi k formovani ménécenné
vazivové jizvy, kterd postradd kontraktilni vlastnosti a vede k regionalni dysfunkci srde¢ni

tkané.

Jednou z moznosti 1é¢by srde¢nich onemocnéni v jejich koneéné fazi je transplantace srdce.
Tu ale doprovazi imunologické obtize, nezddouci ti€inky imunosupresivni 1é¢by, pooperacni
komplikace a mnoho dalSich limitujicich faktorti. Jako alternativa organové transplantace
pfipada v Gvahu transplantace bunécnd, jejimz disledkem by méla byt jak reparace
poskozenych kardiomyocytl, a tedy podpora srde¢nich funkci, tak také podpora tvorby cév
(diferenciaci podanych endotelovych progenitorti). Pti in vitro pokusech jsou jako jedna

z moznych variant studovany i embryonalni kmenové buiky.

Nediferencované mysi embryonalni kmenové buiiky linie R1 byly kultivovany na tkanovych
kultivacnich miskach potazenych 0,1% vodnym roztokem Zzelatiny v Dulbecco's modified
Eagle's médiu (DMEM). Toto médium bylo obohaceno o 20 % fetalniho teleciho séra, 0,1
mg/ml L — glutaminu, 0,05 mM B-mercaptoethanolu, 100 i.u./ml penicilinu, 0,1 mg/mi
streptomycinu a 1000 u/ml leukemického inhibi¢niho faktoru (LIF), ktery zajiStuje udrzeni

pluripotence.

Pro =ziskani embryoidnich télisek (EB) byly bunky pteneseny do neadhezivnich
bakteriologickych misek a jejich pfedchozi médium bylo vymeénéno za jiné, které bylo svym
slozenim shodné s pfedchozim, vyjma ptitomnosti LIF. Poté doslo k formovani embryoidnich
télisek a k aktivaci diferenciaénich pochodl (kultivované bunky a vznikla EB jsou vidét na
obrazku 25, 26 a 27). Bunky byly takto kultivovany po 6 dni. Vznikla EB byla nasledné
pfenesena zpét na kultivacni misky potazené praseci zelatinou a kultivovana ve stejném
médiu, tj. vmédiu bez LIF. Po 24 hodinidch bylo médium odsito a nahrazeno médiem
bezsérovym (SF), jednd se o médium DMEM/F12 (1:1), které je doplnéno o 0,1 mg/ml L —
glutaminu, 0,1 mg/ml L selenu, insulinu a transferinu, 100 i.u./ml penicilinu a 0,1 mg/ml
streptomycinu. V tomto médiu pak dochazi ke konecné diferenciaci mySich embryonalnich
kmenovych bun¢k. Po 14-ti dnech bylo mozno pozorovat kontraktilni aktivitu vznikajicich

kardiomyocytll (video kontraktilni aktivity kardiomyocytl je dostupné z webovych stranek
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Ustavu histologie a embryologie LF UK v Plzni). Imunocytochemicky pritkkaz markeru

kardiomyocytl — tézkého fetézce myosinu, je patrny z obrazku 28.

Obrazek 25: Nediferencované adherujici mysi embryonalni kmenové bunky linie R1,
zvétseno 20x

Obrazek 26: Embryoidni téliska vznikld shluknutim bunék pii neptitomnosti adherujiciho
podkladu, zvétseno 10x
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Obrazek 27: Adherujici embryoidni téliska — po jejich pieneseni na misku s adherujicim
povrchem, zvétseno 10x

50.0 ym

Obrazek 28: Imunocytochemicky pritkaz ptitomnosti tézkych fetézcli myosinu (zelena barva)
v kardiomyocytech; modfe znazornéna jadra
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4 Imunocytochemické barveni

Nejprve jsou bunky fixovany pomoci 4% formaldehydu — 30 minut pii teploté 4°C. Dale
permeabilizovany v roztoku 0,2% Triton X 100 + 0,5% Nonidet NP 40 (10 minut) a nasledné
10 minut v 1% FBS (fetal bovine serum). Bunky jsou s primarnimi protilatkami inkubovany
pies noc pii 4°C a poté se sekundarni protilatkou po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté. Po
preneseni buné€k na podlozni sklicka, jsou preparaty zamontovany pomoci montovaciho média
a pozorovany pod fluorescencnim mikroskopem. Ukdzky imunocytochemického barveni jsou
na obrazcich 29 — 34.

Obrazek 29: Imunocytochemicky pritkaz beta integrinu (zelena barva) u mesenchymalnich
kmenovych bunék; modfe zndzornéna jadra, zvétSeno 40x
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Obrazek 30: Imunocytochemicky pritkaz beta integrinu (zelena barva) u mesenchymalnich
kmenovych bunék, modie zndzornéna jadra, zvétSeno 60x

Obrazek 31: Imunocytochemicky prikaz GFAP pozitivnich buné€k (astrocytil, ¢ervena barva)
u diferencovanych mysich embryonalnich bunék
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Obrazek 32: Prikaz vydiferencovanych adipocytti pomoci protilatky anti -FABP-4 (Cervena
barva), zvétSeno 15x

Obrazek 33: Prikaz vydiferencovanych adipocytlh pomoci protilatky anti -FABP-4 (Cervena
barva), zvétSeno 40x



Obrazek 34: Prikaz vydiferencovanych adipocytti pomoci protilatky anti -FABP-4 (Cervena
barva), zvétSeno 60x

Timto postupem vSak dochazi k usmrceni bunék. Pokud chceme sledovat nékteré bunécné
struktury ,,na zivo‘‘, pouziva se metoda tzv. live cell imaging, kdy pomoci specialnich
trackerti mizeme docasné fluorescencné obarvit nejen celou burku, ale i napf. mitochondrie,
lyzosomy, endoplazmatické retikulum, jadro apod. Ukazky nabarveni jadra a mitochondrii v
mesenchymalnich kmenovych bunikach jsou na obrazku 35, 36 a 37.

Obrazek 35: Mesenchymalni kmenové buiiky s nabarvenymi jadry (modra barva) a
mitochondriemi (¢ervend barva), zvétSeno 10x



Obrazek 36: Mesenchymalni kmenové buiiky s nabarvenymi jadry (modra barva) a
mitochondriemi (Cervena barva), zvétSeno 60x

Obrazek 37: Mesenchymalni kmenové buriky s nabarvenymi jadry (modra barva) a
mitochondriemi (¢ervena barva), zvétSeno 60x
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