UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

Markéta Vegrichtova

Uloha proteinti BMP4 a BMP8b
na vzniku primordiadlnich zarodecnych bunék u mysi

The Role of BMP4 and BMP8b proteins
in genesis of mouse primordial germ cells
BAKALARSKA PRACE
Skolitel: RNDr. Tereza Tlapakova, Ph.D.

Praha 2012



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vsSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena
k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze 14. 5. 2012

Markéta Vegrichtova

Podékovani

Dékuji své Skolitelce RNDr. Tereze Tlapakové, Ph.D. za pomoc a rady pfi psani prace. Dale bych

rada podékovala svym rodi¢lim za podporu a trpélivost a stejné tak svym pratellim.



Abstrakt

Primordialni zdrodec¢né bunky jsou prekurzory pohlavnich bunék u sexudlné se
rozmnozujicich organismd. K indukci jejich vzniku jsou nezbytné rlstové faktory z
extraembryonadlniho ektodermu. Mezi témito faktory jsou klicové proteiny BMP4 a BMP8b.
Tyto proteiny tvofi homodimery, popfipadé heterodimery a pres komplexy receptori a
SMAD proteiny aktivuji kompetentni buriky proximalniho epiblastu, které daji vzniknout
primordidlnim zarodenym bunikdm a dalsim strukturam embryonalniho mezodermu.
Prestoze proteiny BMP4 a BMP8b signalizuji obdobnym zplsobem, jsou vzajemné
nezastupitelné a k indukci primordialnich zarodeénych bunék jsou proto nutné oba dva.

Dosud bylo navrzeno nékolik modell jejich interakce, avsak Zadny zatim neni Gplné presny.

Klicova slova: BMP; BMP2; BMP4; BMP8b; PGC; embryo mysi; indukce

Abstract

Primordial germ cells are precursors of sexual breeding organisms. For induction of
their formation are necessary growth factors from extraembryonic ectoderm. There are key
proteins BMP4 a BMP8b among these factors. These proteins form both homodimers and
heterodimers and through receptor complexes and SMAD proteins are indicating the
competent cells of proximal epiblast, which give rise to the primordial germ cells and other
structures of embryonic mezoderm. Although BMP4 and BMP8b proteins signal similarly,
they are mutually indispensable and though for induction of primordial germ cells are both
necessary. Up to now, it was proposed several models of their interaction, but not yet

completely accurate.
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1. Seznam zkratek

ACTrX
ADMP
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APRT

BMP
BMPr

bFGF
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HPRT

KL

LIF

MEF

MH1 a MH2
MSX2

OCT4
oP
PGCs
POU5F1

SCF
SCP

SOX2

TGF-B

anti-dorzalizujici morfogenni
protein

adenin fosforibosyltransferaza

kostni morfogeneticky protein
receptor morfogenetického
kostniho proteinu

bazicky fibroblastovy ristovy
faktor

morfogenni proteiny
chrupavky

den po oplozeni
embryonalni télisko
embryonalni kmenové buriky
fibroblastovy ristovy faktor
rastovy diferenciacni faktor
hypoxanthin-guanin-
fosforibosyltransferaza

leukemii inhibujici faktor
mysi embryonalni fibroblast
mad-homologni doména

na oktamer vazany protein
osteogenni protein
primordidlni zarodecné buriky

faktor kmenovych bunék

sexudlné determinovany
region na Y chromozomu-box 2
transformujici rastovy faktor B

activin type X receptor
anti-dorsalizing
morphogenetic protein
activin receptor-like kinase
adenine
phosphoribosyltransferase
bone morphogenetic protein
bone morphogenetic protein
receptor

basic fibroblast growth
factor

cartilage-derived
morphogenetic proteins
complement-Uegf-BMP-1
day post coitum

embryoid body

embryonic stem cells
fibroblast growth factor
growth differentiation factor
hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase
c-kit ligand

leukemia inhibitory factor
mouse embryonic fibroblast
mad-homology domain
muscle segment

homeobox 2
octamer-binding protein 4
osteogenic protein
primordial germ cells

POU domain, class 5,
transcription factor 1

stem cell factor
subtilisin-like proprotein
convertase

sex determining region Y-
box 2

transforming growth

factor B


http://cs.wikipedia.org/wiki/Transformuj%C3%ADc%C3%AD_r%C5%AFstov%C3%BD_faktor

2. Uvod

Pohlavni rozmnozovani, které je zasadni pro vétSinu ZivociSnych druhd, by
nemohlo existovat bez pohlavnich bunék. Tyto bunky jsou zodpovédné za prenos
genetické informace mezi generacemi. Pfestoze jsou plné diferencované, musi mit urcity
totipotentni potencial, aby mohly dat vzniknout vSsem tkanim nového jedince. Koexistence
téchto relativné protichlidnych vlastnosti z nich cini lakavy cil vyzkumu. Kromé téchto
vlastnosti jsou pohlavni burky zajimavé také vlastnim vyvojem. Jako primordidlni
zarodecné bunky zakladaji prvni specifickou bunécnou linii v savéim embryu. Po vzniku
v proximalnim epiblastu se oddéluji od ostatnich bunék a vyvijeji se samostatné. Dalsi
vyvoj bunék zahrnuje fadu fascinujicich genetickych, epigenetickych i morfologickych
procesl, véetné proliferace a samoziejmé migrace do genitalni ryhy vyvijejiciho se
embrya, kde podstoupi meidzu a stanou se tak haploidnimi gametami.

PrestoZze je kompletni vyvoj téchto bunék fascinujici, tato bakalafska prace je
zamérena na vznik primordidlnich zarodecnych bunék u embrya mysi. Dochazi k nému
velice zahy pfi vyvoji embrya, aby se zabranilo pfibyvajicim mutacim. U nékterych
organismu jsou za jejich vznik zodpovédné maternalni RNA. OvSem u mysi, tedy savcéiho
modelového organismu, funguji zcela jiné mechanismy. V pribéhu let se podafrilo objevit
mnoho faktor(, které mohou ovliviiovat vznik primordidlnich zarodecnych bunék i jejich
dalsi vyvoj. Kostni morfogenetické proteiny BMP4 a BMP8b (BMPs, bone morphogenetic
proteins) byly definovany jako nepostradatelné pro vSechny tyto procesy.

Cilem této bakalafské prace je shrnout nejdllezitéjsi informace o osudu
primordidlnich zarodecnych bunék ve vyvijejicim se embryu mysi. Prvni ¢ast prace je
vénovana celé skupiné rlistovych faktor( oznacovanych jako BMPs vcetné jejich struktury
a funkce. DalSi ¢ast rozebira vliv dvou konkrétnich proteini BMPs (BMP4 a BMP8b) na
vznik zdrodecnych bunék véetné jejich konkrétni funkce a vzdjemné interakce. Prestoze
v této oblasti existuje stdle mnoho nezodpovézenych otdzek, vysledky provedenych
experiment( jiz nyni naznacuji, ktery z navrienych modell nejlépe odpovida skutecnosti,

a soucasné oteviraji nové moznosti pro dalsi vyzkum.



3. Proteiny BMP

Rlstové faktory BMPs patfi do superrodiny cytokind TGF-B (transforming growth
factor B) vyjma proteinu BMP1, ktery se fadi mezi metaloprotedzy. BMP tvofi témér jednu

tfetinu TGF-B rodiny a dosud jich bylo popsano jiz vice nez tficet ¢lend (Obr. 1).

TGF-}i members

— BMP11
L GDFs

Inhibin BC
_E: Inhibin D
Inhibin B4
— inhioins
—— BMP3
L— GoF10

B —[——oues
BEMP10
'_E GDF6& (BMP13)

GDF5
l— GDF7 (BMP12)
EMPS
EMP&
— BMP7T (OP1)
BMPS (OP2)
— u PCB (OP3)
EB0A=
|| [ BMP2
BMP4
Dpp =
Vigle=
UInivin s
GDF3
GDF1
Screw =
Modal
GDF9
Mullerian inhibiting substance
a-inhibin
GDNF

Obr. 1: Fylogenetické vztahy mezi cleny BMP rodiny. *Protein nachdzejici se u drozofily; ** Protein
nachdzejici se u rodu Xenopus; *** Protein nachdazejici se u jezovky; zadna hvézdicka — protein
nachazejici se u mysi/lidi (pfevzato z Ducy and Karsenty 2000).



Pojmenovani BMP plivodné oznacovalo pouze tfi proteiny, a to BMP1, BMP2 a
BMP3. Tyto proteiny byly poprvé izolovdny z demineralizovaného kostniho preparatu,
ktery po implantaci pod kGzZi hlodavcl vyvolal tvorbu ektopické chrupavky a kosti
(Wozney et al., 1988). Postupné bylo dokazano, Ze BMPs reguluji rdznorodé biologické
procesy zahrnujici bunéénou proliferaci, apoptézu, diferenciaci, determinaci a
morfogenezi. BMPs obratlovcl jsou také zapojeny ve vyvoji témér vsech organt a tkani
pfi tvorbé zakladniho embryondlniho télniho planu (Hogan 1996). Podle funkce jsou
nékteré jednotlivé proteiny ze skupiny BMP nazyvany jako osteogenni proteiny
(osteogenic proteins - OPs), morfogenni proteiny chrupavky (cartilage-derived
morphogenetic proteins - CDMPs) nebo rlstové a diferenciacni faktory (growth
differentiation factors - GDFs) (Ducy and Karsenty 2000). Mnoho proteiniit BMP je
produkovdno v kosti a vykazuji osteogenickou aktivitu (Daluiski el al. 2001). Bylo
prokazano, Ze vyrazeni genl Bmp muzZe Casto zpUsobit skeletalni abnormality (Rider and
Mulloy 2010). Opacnym pfipadem je napfiklad BMP3, ktery je fakticky antagonista typické
aktivity BMP proteinl. Zjistilo se, Ze generace knock-out mysi Bmp3’/’ ma dvakrat tolik
trabekularni kosti nez jejich wild-type sourozenci. Tento fakt naznacuje, Zze BMP3 je
negativni determinantou hustoty kosti, a to i presto, Ze je to nejvice zastoupeny protein

BMP v kostni tkani dospélych jedinc( (Daluiski et al. 2001).

3.1. Struktura

Proteiny BMP jsou syntetizovany jako velké prekurzory, stejné jako ostatni ¢lenové
TGF-B superrodiny. Tyto prekurzory pak v cytoplazmé bunék vytvori pomoci disulfidické
vazby homodimer. Po dimerizaci je odStépena N-koncova pro-doména, kterd ve vétsiné
pfipadl po odstépeni disociuje a vysledkem je konecnd forma proteinu, kterd je
sekretovana z bunky ven. V nékterych ptipadech (napf. GDF8) zlstava pro-doména po
sekreci asociovana s proteinem a inhibuje navazani ligandu na receptor. U BMP9 ve stejné
situaci ale k inhibici nedochazi (Brown et al. 2005). U¢innost $tépeni BMP prekurzor
muze byt ovlivnéna pomoci €lend rodiny SCP (subtilisin-like proprotein convertase) a
zavisi také na sekvenci sousedici s restrikénim mistem. Identita pro-domény pak ovliviuje

délku Zivota, respektive stabilitu proteinu (Constam and Robertson 1999).



BMPs jsou charakteristické tim, Ze maji sedm cysteini v maturované ¢asti (Hogan
1996). Analyza krystalové struktury dvou ¢lenl rodiny TGF- (TGFB2 a BMP7) odhalila, Ze
jddro monomeru je skupina cysteinl se tfemi disulfidickymi vazbami. Dvé vazby Cys-67-
Cys-136 a Cys-71-Cys-138 utvari kruh, kterym prochazi treti Cys-38-Cys-104.Vzhled
monomeru se pripodobriuje k oteviené ruce, kde jeho jadro reprezentuje dlari. Na jedné
strané z cysteinového kruhu vychazi Ctyfi vldakna antiparalelniho B-listu, ktery tvofi dvé
prstovité projekce. Na opacném konci kruhu pak lezi kolmo k ose prstl a-helix, ktery
predstavuje bfisko dlané (Griffith et al. 1996). VétSina BMP proteinli dale obsahuje
cystein, ktery tvofi mezi podjednotkami pravdépodobné jedinou intermolekularni
disulfidickou vazbu (Obr. 2). V roce 1993 vsak byly objeveny proteiny GDF3 a GDF9, které
tento cystein postradaji, coz naznacuje, Ze kovalentni vazba k dimerizaci neni nutna

(McPherron and Lee 1993).

prst 1

brisko
dlané

prst 2

Obr. 2: Schematické zobrazeni struktury monomeru MP7, ktery je konstrukénim vzorem pro rodinu
TGF-B. B-listy jsou zobrazeny jako Sipky a a-helix jako valec. Intramolekularni disulfidické vazby jsou
zakresleny tenkymi tahy (prevzato a upraveno podle Griffith et al. 1996)

Zcela odlisna struktura byla popsdna u proteinu BMP1. Tento protein nepatti do
rodiny TGF-B, ale rfadi se mezi metaloprotedzy. BMP1 je prokolagen C-proteindza, kterd
Stépi karboxylovy konec prokolagenu 1, Il a lll, a pro svou funkci vyZaduje pfitomnost
vapniku. Stejné jako ostatni BMPs je protein BMP1 nezbytny pro vyvoj kosti a chrupavky,

protoZe jejich hlavni proteinovou slozkou je kolagen typu | a Il (Kessler et al. 1996). Tato



endopeptiddza je multidoménova, sekretovand a glykosilovand a je zapojena do vytvareni
télnich struktur béhem vyvoje raznych organism(. Maturovany BMP1 obsahuje
metaloprotedzovou doménu, nasledovanou EGF-like motivem a CUB doménou
(complement-Uegf-BMP-1), pres kterou se zapojuje do interakci mezi proteiny. C-koncova
doména kontroluje a omezuje substratovou specifitu BMP1 (Mac Sweeney et al. 2008).
Aktivita proteinu pak muze byt stimulovdana pomoci enhanceru prokolagen C-proteindzy

(Kessler et al. 1996).

3.2. Signalizace

BMPs jsou dullezitymi signdlnimi molekulami, které mohou vyvolavat rlzné
bunécné odpovédi. Stejné jako ostatni TGF-B signalizuji prostrednictvim receptorovych
komplexu, které tvofi receptor typu | a receptor typu Il. Signalizace je iniciovana po
navazani ligandu (TGF-B) na receptor typu Il, coZ je transmembranovy protein s
cytoplazmatickou serine/threonine kindzovou doménou. Odpovédi na tuto vazbu je
doplnéni receptoru typu | do heterodimerického komplexu a jeho nasledna fosforylace.
Aktivovany receptor typu | ma kindazovou aktivitu a jeho cilové molekuly jsou dalSimi
komponenty signaliza¢ni drahy (Wrana 1998).

Kindzova aktivita receptoru typu Il je konstitutivni, zatimco receptor typu |
vyzaduje k aktivaci kindzové aktivity navazani ligandu (Ducy and Karsenty 2000). Aby
doslo k signalizaci, je pro receptor typu Il nutna jeho kindzova aktivita a asociace s jinym
proteinem vazajicim TGF-B - receptorem typu |. Receptory typu | a Il asociuji jako
nezavislé komponenty heterodimerického komplexu: receptor | vyZzaduje receptor typu Il
k navdzani TGF-B a receptor typu Il vyZzaduje receptor typu | pro signalizaci (Wrana et al.
1992). Navzdory schopnosti BMPs samostatné vazat receptory typu | a Il, a nasledné
doplnit druhou podjednotku, je pro optimalni vazbu ligandu a transdukci signdlu nutna
pritomnost a souc¢innost obou receptort (Liu et al. 1995).

Pro dal$i pfenos signdlu jsou zasadni proteiny SMADs'. Tyto proteiny maji na
amino a karboxylovych koncich homologni oblasti nazvané Mad-homologni domény MH1

a MH2, které jsou navzajem spojeny sekvenci bohatou na prolin. Jsou-li domény MH1 a

! Nézev pochazi od homolognich proteinti drozofily (mothers against decapentaplegic — MAD) a

Caenorhabditis elegans (smooth muscle actin — SMA). Caenorhabditi selegans (smooth muscle actin — SMA).
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MH2 v kontaktu, pak je molekula SMAD v neaktivni formé. Signalizace receptorem typu |
zpUsobi, Ze se molekula SMAD otevie a vytvori heterooligomericky komplex. V tomto
aktivnim stavu dochazi k translokaci SMAD do jadra a k ovlivnéni transkripce cilovych

gend (Heldin et al. 1997).

3.3. Role v embryonalnim vyvoji

Kromé role pfi vyvoji kostni tkané a chrupavky jsou BMP proteiny dUllezité pro
mnoho jinych organd, a také se angazuji pri tvorbé zakladniho télniho planu. Pro jeho
vytvoreni je zasadni struktura zvand organizator, ktera sekretuje dorzalizujici faktory. Ty
indukuji ventralni bunky marginalni zény tak, Ze znich vznikd axialni, paraxidlni a
intermedialni mezoderm. Signaly dorzalizujicich faktor(i také interferuji s endogennimi
BMP signaly, které maji ventralizujici uc¢inek (Hogan 1996).

NejsilngjsSim ventralizacnim faktorem by mohl byt BMP4, ktery je exprimovan ve
ventralni marginalni zéné embrya v pribéhu gastrulace. MlzZe ucinkovat in vivo jako
ventralni signdl pro sprdvné vytvareni struktury margindlni zény a aktivné interagovat
sgeny dorzalizujicich faktord. Toto bylo dokazano pfi experimentech sembryi
ventralizovanych UV zarenim a ddvkami suraminu, kdy v celé marginalni zéné téchto
embryi probihala exprese Bmp4 a dochazelo zde k nahromadéni transkriptl (Fainsod et
al. 1994). Nékolik rGznych experimentl prokazuje, Zze BMP4 Gcinkuje béhem gastrulace
podpofenim diferenciace ventralniho mezodermu a tlumenim signdll dorzalizujicich
faktord z organizatoru. Produkce BMP4 ve stddiu ¢asné gastruly snizuje transkripci genu
specifickych pro organizator, napt. goosecoid, noggin (Jones et al. 1996).

U Zab rodu Xenopus byl identifikovan jesté jeden protein z rodiny BMP, ktery je
exprimovan v organizatoru a ma ventraliza¢ni aktivitu. Anti-dorzalizujici morfogenni
protein (Anti-dorsalizing morphogenetic protein — ADMP) potlacuje anteroposteriorni osu
a je jediny protein stouto funkci v organizatoru (Moos 1995). V pribéhu pokus(i na
embryich Zab rodu Xenopus bylo prokazano, Ze exprese BMP4 je regulovdna pomoci
proteinu Noggin, ale na druhou stranu BMP4 inhibuje aktivitu proteinu Noggin. Interakce
mezi témito dvéma molekulami definuje hranici mezi dorzo-lateralnim a bfiSnim
mezodermem (Re'em-Kalma at al. 1995). Dalsi protein, ktery také muUze pusobit proti

venralizujicimu efektu BMP4, je Chordin. Tento protein je exprimovan v dorzalnim rtu



blastoporu, je homologni ke genu sogu drozofily a podporuje dorzalni vyvoj u Zab Xenopus
(Holley et al. 1995).

BMPs jsou dllezité pro ustanoveni pravolevé symetrie embrya. Protein Nodal, ¢len
rodiny BMP, je nutny pro tvorbu primitivniho prouzku béhem gastrulace embrya mysi.
Ucinkuje v signalni draze, ktera uréuje pravolevou télni osu a v embryich je exprimovdn
asymetricky, a to zejména ve strukture ,uzlu” (node — odtud pochdzi ndzev), kterd ma u
mysSi funkci organizdtoru. Je pravdépodobné, Ze ucast proteinu Nodal mda vliv na
bunécnou migraci nebo proliferaci (Collignon et al. 1996).

BMPs jsou béhem vyvoje mysi exprimovany v mnoha organech a tkanich, kde
ovliviuji bunécné procesy. Funkce BMP protein(, jiz vdéci za své jméno, je samoziejmé
spojena se vznikem, vyvojem a regeneraci kosti a chrupavky. Regulace jejich pdsobeni pak
spociva v expresi antagonistll. Mezi né patfi napriklad Noggin, Sclerostin, Chordin,
Follistatin nebo Gremlin, které blokuji aktivitu BMPs a brani jim v signalizaci receptoru
(Rosen 2006). Rovnéz jsou nezbytné pii vyvoji centrdlniho a periferniho nervového
systému. Konkrétné pfi primarni neuralni indukci, vytvareni dorzo-ventralni struktury
neuralni trubice, regionalizaci mozku, vyvoji oka, apoptdze a determinaci bunéénych linii
v perifernim nervovém systému. Epidermalizujici a neuralizujici faktory ucinkuji proti sobé
a vyvolavaji neuralni indukci. BMP4 sice podporuje formovani epidermis z ektodermu, ale
v oblastech embrya, kde proti nému plsobi BMP inhibitory (napf. Noggin, Chordin nebo
Follistatin) se misto epidermis tvofi neurdlni tkan (Hogan 1996).

K expresi BMP proteini dochazi téZ pfi vyvoji zubu. Bunky, které exprimuji geny
Shh?, Bmp2, Bmp4, Bmp7 a Fgf4, pravdépodobné tvofi organizaéni centrum zubu. U
proteinu BMP2 by mohla byt konkrétni funkci inhibice proliferace a u BMP4 regulace
zahdjeni apoptézy (Vaahtokari et al. 1996 podle Hogan 1996). Dale jsou BMPs
exprimovany pfi vyvoji ledvin, konkrétné naptiklad Bmp7. Mutanti v genu pro expresi
Bmp7 dokazuji, Ze je tento protein naprosto esencidlni pro vyvoj ledvin mysi. Tkané, ve
kterych méla probihat exprese Bmp7, se nevyvijely, dochazelo k masivni apoptdze
mezenchymadlnich bunék a mutanti umirali na selhani ledvin (Luo et al. 1995). Transkripty
pro Bmp4, Bmp5 a Bmp7 byly nalezeny také pfi vyvoji plic. Existuje model, podle kterého

exprese Bmp4 ve $pickach plicnich pupent inhibuje lokalné proliferaci endodermu. Mezi

’Shh = Sonic hedgehog



dalsi tkdné exprimujici BMPs patfi stfevo. Diky studii s kufecim embryem je zndmo, Ze
expresi genu Shh jsou indukovany transkripty Bmp4 v okolnim splanchnickém
mezodermu. Exprese BMPs byla také zaznamendna v kizi a ve vlasech, v zarodecnych

bunkach a protein BMP4 také funguje jako lateralizujici faktor pro somity (Hogan 1996).

4. Primordidlni zarode¢né bunky

Prekurzory zarodecnych bunék, které jesté nevstoupily do gondad, se nazyvaji
primordialni zarodecné bunky (PGCs, primordial germ cells). Ze zarode¢nych bunék, které
preziji a z jejich potomkl pak vzniknou gamety, které jsou dllezité pri prenosu genetické
informace z generace na generaci (MclLaren 2003). PGCs mlzZeme rozdélit na casné,
stfedni a pozdni, které se navzdjem od sebe lisi fenotypem, molekuldarnimi a
epigenetickymi vlastnostmi. Casné PGCs jsou lokalizovany 7,5 — 8,5 dpc (day post coitum)
na bazi alantoisu v extraembryonalnim mezodermu. Stfedni PGCs migruji pfes endoderm
zadniho stfeva a mezenterium zhruba 9 — 10,5 dpc. V pribéhu 11 — 12,5 dpc je dokoncena
migrace PGCs do genitalni ryhy a PGCs jsou oznacovany jako pozdni (De Felici et al. 2009).

PGCs maji plvod v proximalnim epiblastu, ktery se nalézd v blizkosti
extraembryonalniho ektodermu. Vznikaji ze stejnych prekurzorl jako napf. alantois, a o
jejich zarazeni k zarodecné linii se rozhodne az po 6,5 embryonalnim dni (Lawson and
Hage 1994 podle Ying et al. 2001 a podle Bendel-Stenzel et al. 1998).

U mysi jsou pak tyto buriky nejdfive detekovatelné v sedmidennim embryu a jsou
pravdépodobné prvnim mezodermdlnim typem bunék, ktery zde vznikd. PGCs se
nejpozdéji 7. embryondlni den dostavaji mimo embryo a stdvaji se soucasti
extraembryondlniho mezodermu. PGCs je mozné identifikovat pomoci histochemického
barveni alkalické fosfatazy, kterd se tak stala vyznamnym markerem téchto bunék. Po
obarveni byl patrny shluk asi 50 bunék, ktery se nachazel v extraembryonalnim
mezodermu v blizkosti posteriorni ¢asti primitivniho prouzku. Zpét do embrya se PGCs
vrati az v pozdéjsich fazich vyvoje, kdy vstupuji do mezodermu primitivniho prouzku a
potom do endodermu (Ginsburg et al. 1990).

V prabéhu nékterych transplantacnich experimentd bylo zjiSténo, Ze pro
diferenciaci do PGCs jsou dulezité lokdlné specifické tkanové interakce. Buriky odebrané

z distdlni i z proximalni ¢asti epiblastu diferencuji vidy shodnym zplsobem jako bunky
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oblasti, do které byly transplantovany. Bunky v distdlnim epiblastu diferencuji
v neuroektoderm a povrchovy ektoderm. Naproti tomu buriky v proximalnim epiblastu
diferencuji do extraembryondlniho mezodermu a jinych mezodermalnich tkani
v posteriorni oblasti embrya a také do PGCs. PGCs navic v proximalnim epiblastu vznika
podobné mnoistvi (3,7 % vs. 3,9 %), at uZ transplantované buriky pdvodné pochazely
z distalniho nebo z proximalniho epiblastu (Tam and Zhou 1996).

In vitro kultivaci rlznych ¢asti epiblastu z rGznych stadii vyvoje embrya mysi se
zjistilo, Zze ke wvzniku PGCs z epiblastu jsou nezbytné faktory produkované
extraembryondlnim ektodermem. Stejna podminka plati i pro vyvoj dalSich bunécnych
linii, napf. pro diferenciaci mezodermu. Bylo zjisténo, ze PGCs nevzniknou z epiblastu,
pokud byl izolovan 5,5 dpc a kultivovan bez extraembryondlnich oball. Ukazalo se, Ze
kultivace proximalni ¢asti epiblastu po 6 dpc, kdy zfejmé dochdazi k determinaci PGCs,

vede k Uspésnému zalozZeni in vitro kultury téchto bunék (Yoshimizu et al. 2001).

4.1. Migrace

Jak jiz bylo vySe uvedeno, ¢asné PGCs se nachazi 7,5 dpc na bazi alantoisu
v extraembryonalnim mezodermu (Obr. 3A). V dobé, kdy zacind vznikat zadni travici trakt
procesem invaginace (8,5 dpc), se PGCs nachazi v oblasti tohoto déje (Obr. 3B). Spolecné s
invaginujicimi bunkami se dostavaji do stény traviciho traktu a tudiz i dovnitf embrya
(McLaren 2003) (Obr. 3C). Zhruba 9,5 dpc opoustéji PGCs sténu traviciho traktu (Obr. 3D)
a pohybuji se dorzdlnim smérem skrz mezenchym dorzalniho mezenteria do dvou
vznikajicich genitalnich ryh (11,5 dpc). Prvni PGCs, které putuji do genitdlnich ryh, zacinaji
migrovat v dobé, kdy jeSté neni vyvinuté dorzdlni mezenterium, Cili migruji pfimo do
oblasti vytvarejicich se genitalnich ryh. Tyto bunky by mohly byt duleZité pfi uréeni
lokalizace dalSich PGCs. Bunky opoustéji sténu traviciho traktu nezdvisle, ale béhem
migrace se spojuji dlouhymi vybézky a vytvareji rozsahlé sité. V rozmezi 10,5 — 11,5 dpc se
PGCs agreguji do skupin, coz pravdépodobné umoznuje zahajeni signalizace mezi burikami
(Obr. 3E). Zaroven také ztraceji svou pohyblivost, ziejmé jako ndsledek bunécného

kontaktu (Gomperts et al. 1994).
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Obr. 3: Faze migrace PGCs. A) V prvni fazi vznikaji PGCs v proximalnim epiblastu, béhem gastrulace
putuji pres primitivni prouzek a zaclenuji se do definitivniho endodermu, parietalniho endodermu a
alantois. B) Ve druhé fazi jsou PGCs zakomponovany do kapsy zadniho stfeva. C) Ve treti fazi zacina
zadni travici trakt formovat trubici a PGCs se volné pohybuji kolem jeho epitelu. Pohyb PGCs se sice
jevi jako nahodny, ale uréitym zplsobem respektuje télni osu. D) Ve Ctvrté fazi se PGCs objevi na
dorzdlini strané zadniho stfeva a migruji k vyvijejici se genitalni ryze. E) V paté fazi se PGCs zacinaji
seskupovat a zaroven vytvafi sit mezi migrujicimi burikami. Jejich pohyb se postupné zpomaluje.
V Sesté fazi PGCs, které nedokoncily migraci a zUstaly ve stfedové ose, odumiraji. Al — alantois, ht —
srdce, nt — neuralni trubice (pfevzato z Molyneaux and Wylie 2004).

Stejné jako u ostatnich bunék, které jsou odvozené od epiblastu, dochazi na
pocatku migrace u PGCs embryi samic k ndhodné inaktivaci X chromozomu. Nicméné po
dosazZeni genitalnich ryh se u PGCs X chromozdm opét aktivuje. Je to jediny zndmy pfipad,
kdy u savcl dochdzi k reaktivaci X chromozédmu. Fungovani X chromozému lze sledovat
pomoci poméru mezi aktivitou HPRT a APRT, kde HPRT je enzym kddovany X
chromozémem a APRT je autozomalni enzym. Pomér sledovany u XX, X0 a XY stejné
starych embryi (11,5 dpc) byl u vSech shodny. To znamen3, Ze v této dobé je exprimovan
pouze jeden X chromozém. V ptipadé 12,5 dpc starych embryi mysi, je pomér u XX embryi
mnohem vétsi nez u XY embryi, coZ znamena, Ze doslo k reaktivaci X chromozému a jsou
exprimovany oba dva. Kdy presné dochazi k reaktivaci nelze fici, ale miZzeme se domnivat,

Ze je spojena s nastupem meidzy (Monk and McLaren 1981).
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4.2. Proliferace

Kolonizace genitdlnich ryh je dokonéena 13,5 dpc. Do té doby pocet PGCs vzroste
z plvodnich cca 100 bunék (145+17) na konecnych cca 20000 (25791+2276). Buriky
proliferuji béhem migrace a jesté ndsledujicich par dni poté (2+3), co dorazi do genitalnich
ryh. Béhem této doby probéhne zhruba 8 replikacnich cykld s casem zdvojeni priblizné 16
hodin (Tam and Snow 1981). Migrujici a proliferujici PGCs jsou ovliviiovany faktory, které
u embrya mysi o stafi 10,5 dne vylucuji genitdlni ryhy. Tyto faktory zvysuji pocet PGCs a
sméruji je ke genitalnim ryham (Godin et al. 1990). V in vitro podminkach byl u mnoha
ristovych faktorl dokdzan vliv na rGst PGCs. Nicméné zatim pouze v pfipadé interakce
KL-Kit Ize prohlasit, Ze stejny vliv ma také in vivo. Interakce mezi tyrosin kindzovym
receptorem Kit a jeho ligandem KL, ktery je zndm také jako faktor kmenovych bunék (SCF,
stem cell factor), je vyZzadovana pro preziti a proliferaci PGCs (De Felici et al. 2004).

Regulaéni mechanismus PGCs odpovida za proliferaci téchto bunék a jeji ukonceni
(12,5 — 13,5 dpc), ale také za morfologické zmény. Vzhledem k tomu, Ze nebyl zjistén
zadny efekt somatickych bunék na PGCs, se zdd byt tento mechanismus autonomni.
V dnesni dobé je jiz znamo nékolik zplsobu, kterymi by si mohly buriky ¢as odmérovat.
V pfipadé PGCs je nejpravdépodobnéjsi, ze se jedna o nahodné regulovany déj, ktery
pfimo nesouvisi s po¢tem prodélanych bunécnych déleni.

Morfologické zmény pozorované na kultivovanych PGCs jsou zavislé na jejich véku.
Pro tento experiment byly PGCs rozdéleny do tfi kategorii a pocitany zvlast. Prvni typ
bunék vykazoval polarizaci, buriky byly 2x delsi nez SirSi a dobre se Sifily po substratu,
proto jsou oznacovany jako ,polarizované” (polarized). Druhy typ byl pojmenovan jako
,Sifici se” (spread), protoZe se bunky sice dobre rozptylovaly po substratu, ale
nevykazovaly Zadnou polarizaci. Treti typ bunék, tzv. ,kulaté” (round), se zakulacovaly,
postradaly lamellipodia a neadherovaly k podkladovym bunkam. Treti den doslo ke
snizeni mnoiZstvi ,polarizovanych“ bunék, ale naproti tomu mnozZstvi ,Sificich se” a
ykulatych” vzrostlo. V této chvili populace bunék nevykazovala zndmky bunécné smrti,
z ¢ehoz vyplyva, Ze zména poméru mezi jednotlivymi typy byla nejpravdépodobnéji
zplUsobena preménou jednoho typu bunék na druhé dva. Tato preména by mohla
odpovidat vyvoji PGCs v genitdlnich ryhach, kde dochazi kjejich diferenciaci do

nepohyblivych zdrodecnych bunék (Ohkubo et al. 1996).
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4.3. Pohlavni diferenciace

Po ukonéeni proliferace a migrace PGCs do gondd je zahdjena pohlavni
diferenciace. Sam¢i a samici PGCs, které nebyly do této chvile rozeznatelné, se zacinaji
vyvijet odliSnym zpUsobem. Burky ve vajecnicich, které se maji vyvinout v oocyty, vstupuji
do profaze prvniho meiotického déleni. Dokonci se faze leptotene, zygotene a pachytene,
ale ve fazi diplotene se meidza zastavi. Dalsi vyvoj samicich zarodeénych bunék pokracuje
az po narozeni. Zarodecné buriky, které se nachazeji ve varlatech, se dal nemnoii,
zGstanou zastaveny v G1 fazi bunécéného cyklu a stanou se z nich prospermatogonie. Po
narozeni jedince je u téchto bunék, které se oznacuji jako spermatogonie, opét spusténa
mitéza a dochazi k produkci spermatocytli. Zda se zarodecné bunky zacnou vyvijet v
oocyty ¢i spermie nezdvisi na jejich pohlavnich chromozomech, ale na prostredi, ve
kterém se nalézaji (McLaren 1984 podle MclLaren 1995; MclLaren 1995).

Ne vSechny PGCs se dostanou do genitalnich list, nékteré skonci v blizkych
vyvijejicich se ledvindch nebo nadledvinach. V sami¢im embryu je nicméné osud vsech
PGCs shodny, po 13,5 dpc vstoupi do meidzy. OdliSna situace je u samcich embryi, kde
nékteré PGCs nachazejici se mimo genitalni liSty vstupuji do meidzy, prestoZe jejich
chromozomy jsou XY a PGCs by se tedy mély zastavit v G1 fazi bunécného cyklu a vyvijet
se jako prospermatogonie (Mclaren 1995). Podobné PGCs vstoupily do meidzy i pfi
pokusu, kdy byly obklopeny plicnimi somatickymi burikami (MclLaren and Southee 1997).
Z téchto pokusi mlzeme usuzovat, Ze vSechny PGCs se budou vyvijet jako oocyty, pokud
nebudou vystaveny inhibitoru meidzy, ktery je produkovan samcimi genitalnimi listami

(McLaren 2003).

4.4. Imprinting

U nékterych genl dochazi béhem vyvoje k imprintingu, tzn. gen se exprimuje jen
z jedné alely podle toho, jestli pochazi od otce nebo od matky, druha alela je uml¢ena. U
zarodecnych bunék je pavodni imprinting vymazdan a v zavislosti na pohlavi jedince vznika
novy. Tento jev byl prokdzan sledovanim exprese ctyf genli, u kterych dochazi

k imprintingu. Geny H19 a Igf2r’ se vsomatickych burikdch pFepisuji pouze z alely

* H19 je gen pro dlouhou nekddujici RNA; gen Igf2r kéduje receptor inzulinového ristového faktoru 2
(Insulin-like growth factor 2 receptor)
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zdédéné po matce, zatimco geny Igf2 a Snrpn” z otcovy alely. U PGCs, které pravé skon&ily
v cilové lokalizaci, byly tyto geny exprimovany z obou alel. To naznacuje, Ze bud béhem
migrace, nebo kratce po jejim dokonceni, dochazi k vymazani zdédéného imprintingu
(Szabd and Mann 1995).

Geny jsou pfi imprintingu uml¢ovany pomoci methylace. Sledovanim methylace
paterndlné imprintovaného genu H19 béhem vyvoje zarodecnych bunék byla zjisténa
doba vymazani a znovu ustanoveni imprintingu. V samcich i samicich PGCs je paterndlni
alela methylovana ¢astecné, zatimco maternalni alela methylovand neni. K neldplnému
odstranéni této methylace dochdzi zhruba v 12,5 a 13,5 dpc. V samicich zarodecnych
burikdch je pak methylace odstranéna Uplné, a to 16,5 dpc, kdy se déleni téchto bunék
zastavi v profazi prvniho meiotického déleni. Paterndlni imprinting genu H19 se odehrava
v samcich pohlavnich burikdch pred zacatkem meidzy, nejpozdéji vsSak v primarnich
spermatocytech, a methylovany jsou obé alely. Z toho vyplyva, Ze paternalni imprinting je
vytvoren u samcl a vymazan u samic (Ueda et al. 2000).

V radmci in vitro experimentl se béhem 5,5 denni kultivace podarilo ziskat PGCs se
schopnosti vymazani imprintingu. | prestoze u téchto bunék nedoslo k Uplnému vymazani
imprintingu, tak uvedené pokusy naznacuiji, Ze tento jev je fizen autonomné bunkou, a to

bez jakychkoli podnétll z genitalnich ryh (Ohinata et al. 2009).

4.5. Embryonalni zarodec¢né bunky

PGCs maji mnoho spolecnych charakteristik s embryondlnimi kmenovymi burikami
(ESCs, embryonic stem cells) a soucasné se od nich v mnoha ohledech lisi. Zasadni
podobnost je ve schopnosti sebeobnovy a mozZnosti diferenciace do bunék a tkani vsech
tfi zarodecnych list(. ESCs jsou tedy pluripotentni, v pfipadé PGCs se jedna o totipotenci.
Tato vlastnost je ovsem u PGCs béhem jejich vyvoje potlaena a projevi se aZ po oplozeni,
popfipadé partenogenezi. Schopnost sebeobnovy je navic u PGCs omezena a pouze
prechodnd. Pfedevsim se ale PGCs odliSuji od ESCs typickymi znaky zarodecné linie. Vse se
projevuje v expresi povrchovych molekul, které jsou specifické bud pro ESCs nebo pro

zarodecnou linii. Spolecné rysy PGCs a ESCs jsou pravdépodobné dusledkem jejich

* gen Igf2 kdéduje inzulinovy riistovy faktor 2 (Insulin-like growth factor 2); gen Snrpn2 kéduje Small nuclear
ribonucleoprotein polypeptide N
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spolecného plivodu a také exprese mnoha transkripcnich faktord zajistujicich pluripotenci
(OCT4, Nanog, SOX2...), pficemz umoznuji fenomén zaménitelnosti. Pomoci signalizace
urcitych rastovych faktord mohou byt PGCs odchyleny od jejich normalni diferenciace a
pfeménény do pluripotentni linie ESC-like bunék. Zasadni Ulohu pfi tom ma soucasné
pusobeni leukémii inhibujiciho faktoru (LIF, leukemia inhibitory factor), fibroblastového
rastového faktoru 2 (FGF2, fibroblast growth factor 2) a SCF. Stejné tak ESCs mohou
spontanné diferencovat do zdrodecénych bunék (De Felici et al. 2009).

Pfeména PGCs v pluripotentni ESC-like bunky je zplsob, jak PGCs dlouhodobé
kultivovat in vitro. Pouziti SCF, LIF a bazického fibroblastového ristového faktoru (bFGF,
basic fibroblast growth factor) podporuje proliferaci a rlist PGCs. Takto kultivované burnky
jsou pak nazyvany jako embryondlni zarodec¢né bunky (EG cells, embryonic germ cells).
Nékteré jejich vlastnosti jsou shodné s PGCs (napf. pritomnost alkalické fosfatazy) a
zaroven se podobaji nediferencovanym ESCs, protoZe jsou neomezené pluripotentni

(Matsui et al. 1992).

5. Vliv BMP4 a BMP8b na PGC

Vime uz, Ze k vytvoreni PGCs z epiblastovych bunék jsou nutné faktory pochazejici
z extraembryonalniho ektodermu. Témito faktory jsou BMP4 a BMP8Db, jejichz funkci je
indukovat vznik PGCs a dalSich mezodermalnich struktur (alantois). Zda se, Ze BMP4 navic
figuruje v okamziku ziskavani kompetence epiblastovych bunék a na rozdil od BMP8b
spolupracuje také s BMP2. BMP4 i BMP8b nemaji tedy uUplné totoznou funkci, ale pfi

vyvoji PGCs je nutnd pritomnost obou a jejich vzajemna spoluprace.

5.1. Uloha BMP4

BMP4 je hlavni signdlni molekulou extraembryondlniho ektodermu, ktera je
zodpovédna za indukci diferenciace zarodecnych bunék. V bunkdch epiblastu indukuje
expresi genl Blimpl a Prdm14°, coi jsou klicové transkripéni reguldtory ve vyvoji
zarodecnych bunék (Ohinata et al. 2009). Pred zacatkem gastrulace je Bmp4 exprimovan

v extraembryonalnim ektodermu, konkrétné nejvice v bunkach leZicich blizko

> gen Blimp1 kéduje B lymphocyte induced maturation protein 1 také znamy jako PRDM1; gen Prdm14
kdduje protein PRDM14 - PR domain containing 14
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proximalnimu epiblastu. Pozdéji béhem gastrulace byla exprese zaznamendana (pomoci B-
galaktosidazy) v burikdch extraembryonalniho mezodermu (kam patfi také alantois) a
v burikdch, které se nachazely v blizkosti PGCs, ale nikoliv v PGCs samotnych (Lawson et
al. 1999).

BMP4 protein je nutny pro specifikaci zarode¢nych bunék, coZ dokazuje fada
studii. Lawson et al. (1999) vytvofili mysi mutanty s nefunkénimi geny pro tvorbu BMP4.
Embrya homozygotl (nefunkéni byly obé alely) postradala PGCs a alantois. U
heterozygotl (jedna funkéni alela) bylo PGCs podstatné méné nez u wild-type embryi,
ackoliv alantois se vytvofil. Pro vznik alantoisu by tedy mohla stacit niz§i minimalni davka
BMP4 nez pro vznik PGCs. Pomoci regresnich analyz se dospélo k zavéru, Ze to byl
disledek vytvoreni mensi plvodni populace PGCs a nikoliv nizsi proliferace PGCs.
Mutantim bez produkce BMP4 byly posléze injikovany ESCs z wild-type embryi. Vzniklé
chiméry vykazovaly mutantni fenotyp jak u homozygotd, tak i u heterozygotnich jedincu.
Kromé toho, stejny efekt byl pozorovan u rliznych stupnl chimerismu. BMP4 je tedy
produktem extraembryondlniho ektodermu a je nezbytnym faktorem pfi diferenciaci
PGCs a alantoisu z bunék epiblastu (Lawson et al. 1999). Jak na buriky epiblastu ucinkuje,
se sledovalo u embrya o stari 5,5-6 dpc. Nejdiive byly fragmenty epiblastu dva dny
kultivovany v pritomnosti BMP4. Po disociaci byly buriky z fragment( kultivovany dalsi dva
dny na podpurné vrstvé STO fibroblastd (De Felici 1998 podle Pesce et al. 2002) v
pfitomnosti BMP4 a bez néj. Prekvapivé pfitomnost BMP4 vtomto druhém kroku
kultivace nehrala Zadnou roli, PGCs vznikaly i bez BMP4. Pokud oviem BMP4 chybél na
pocatku kultivace, vzniklo PGCs jen velmi malo. BMP4 faktor je tedy nezbytny pro
preduréeni bunék epiblastu pro vznik PGCs, ale neni nutny pro jejich dalsi existenci (Pesce
et al. 2002). Tyto vysledky souhlasi s predchozim tvrzenim vyzkumné skupiny Lawson et
al. (1999), Ze BMP4 je nutné pro vznik zakladajici populace PGC, ale ne pro jejich budouci
proliferaci.

Vznik fenotypu PGC je tedy pravdépodobné dvoufazovy proces. V prvni fazi je
nutnd pritomnost BMP4 a bunky epiblastu se determinuji k tvorbé PGCs (pred 6 dpc).
Pozdéjsi faze, kdy se PGCs diferencuji, je uz na BMP4 nezavisla (Pesce et al. 2002). Tato
varianta byla podporena experimentem, pri kterém dodavali BMP4 knock-out embryim
Bmp4‘/‘ o stafi 6 — 6,25 dpc, ale ke vzniku PGCs presto nedoslo (Ying et al. 2001). Aby

mohlo dojit k determinaci bunék epiblastu do fenotypu PGCs, musi nejdfive bunky
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epiblastu ziskat kompetenci, neboli schopnost reagovat na BMP4. Tuto schopnost
ziskdvaji mezi 5,25 az 5,5 dpc pomoci extraembryondlniho ektodermu, coz bylo zjisténo
sledovanim ucinku rekombinantniho lidského (rh) BMP4 na rlznd stadia epiblastu. Ke
vzniku PGCs doslo pouze tehdy, pokud byly buriky epiblastu (o stafi 5,25 dpc) kultivovany
s extraembryondlnim ektodermem, pouha pfitomnost BMP4 nestacila. Pfi kultivaci mize
mit pro ziskani kompetence podpUrnou funkci také vrstva STO bunék, ale rozhodujici vliv
ma extraembryonadlni ektoderm. Dalsi faktor souvisejici se vznikem kompetence epiblastu
je vzrastajici exprese Smad5 a Smadl. Ta je zahdjena opét pres extraembryonalni
ektoderm mezi 5,25 a 5,5 dpc a uUzce koreluje pravé se vznikem kompetence. Naopak
ztrata kompetence koreluje s ukonéenim exprese Smad5 a snizenim exprese Smadl.
K udrZeni této kompetence je nutny staly kontakt s extraembryonalnim ektodermem.
Schopnost reagovat na BMP4 a tedy tvofit PGCs ziskava a udrzZuje si pouze proximalni
epiblast. Je to dlisledek exprese Smad5, ktera je specifickd pravé pro proximalni epiblast.
Geny Smad mozina indukuji sekreci faktoru z extraembryonalniho ektodermu, ktery
difunduje v epiblastu jen do kratké vzdalenosti. Takto by mohlo vznikat proximalné
specifické mikroprostredi (Okamura et al. 2005).

Dalezity je také vyzkum in vitro diferenciace ESCs do zarodecné linie. Pfidani BMP4
do kultivacniho systému podpofilo vytvareni PGCs z ESCs, coz podporuje vysledky
predchozich studii a BMP4 se zda byt Zadany specificky pro diferenciaci zarodecnych
bunék. Plivodné se predpokladalo, Ze v kultufe jsou nutné rlstové faktory a podpurnd
vrstva bunék. V této studii byl zkouman konkrétné rlistovy faktor BMP4 a také podp(irna
vrstva z mySich embryonalnich fibroblastl (MEFs; mouse embryonic fibroblasts). U mySich
ESCs kultivovanych na vrstvé MEFs nebylo pozorovano zvySeni exprese genu specifickych
pro zdrodecnou linii, z ¢ehoz vyplyva, Ze pravdépodobné MEFs nemaiji vliv na diferenciaci
k zabranéni diferenciace mysich ESCs reakci na LIF, ktery je sekretovan mitoticky
inaktivovanymi fibroblasty. Naopak pridanim BMP4 se podpofila diferenciace ESCs do
zarodeénych bunék. Analyza genové exprese pak odhalila expresi gend Vasa a Stra8®,
které jsou charakteristické pro zarodecnou linii. VASA byl detekovan také

imunocytochemicky. Tento vysledek byl vsouladu s ocekavanim ziskanym z ostatnich

® VASA protein je ATP-dependentni RNA helikaza; gen Stra8 kdduje protein STRA8 (stimulated by retinoic
acid 8)
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experimentt. Mimoto exprese genu Cdhl’, kterd probihd specificky u premeiotickych
zarodeénych bunék, byla detekovana jen u malého mnoistvi bunék, coZz naznacuje, ze
diferencované zarodecné buriky byly ve vétsiné pripadl PGCs. BMP4 tedy indukuje
diferenciaci ESCs do PGCs (Makoolati et al. 2011). Sledovanim diferenciace zarodecnych
bunék se da odhalit jisté mnoho dalSich informaci. V roce 2009 byl navrzen zpUsob, jak
studovat diferenciaci zarodecnych bunék v reprogramovanych somatickych bunkach.
Bunky HESS2 byly vytvoreny spojenim ESCs s diferencovanou somatickou bunkou.
Morfologie téchto bunék je stejna jako u ESCs, jsou témér diploidni a exprimuji markery
pluripotence a ,somatického” X chromozému. HESS2 buriky mohou diferencovat in vitro
do zdrodecnych bunék, ¢emuz predchazi vytvoreni embryondlniho téliska (EB; embryoid
body). Tyto buriky exprimuji mnoho gen specifickych pro pluripotentni buriky a podobaji
se embryonalnim kmenovym bunkam. Diferenciaci zarodecnych bunék se podafilo
urychlit pridanim kyseliny retinové do média. Buriky jiz po dvou dnech exprimovaly geny
typické pro zarodecnou linii (Vasa, Stella, Dazl, Piwil2, Tex14, Bmp8b, Tdrd1 a Rnfl17). U
nékterych doslo i k redukci chromozému. Dochazelo jak k samdi, tak k samici diferenciaci.
Obcas vznikaly bunky podobné oocytiim, které exprimovaly geny specifické pro oocyty
(zP2 a ZP3). Samici diferenciace ovsem probéhla pouze u casnych vyvojovych stadii
(Lavagnolli et al. 2009).

Po zjisténi, Ze BMP4 je nezbytné pro vyvoj PGCs a alantoisu, byly navrhovany rizné
funkéni hypotézy. Nejjednodussi hypotéza tvrdi, Ze po sekreci BMP4 v extraembryonalnim
ektodermu jsou bunky proximalniho epiblastu ovliviiovany v zavislosti na pfijaté davce.
Bunky, které v urcité dobé ziskaji dostate¢nou ddvku BMP4 se budou dale vyvijet v PGCs.
Naproti tomu buriky vystavené mensi ddvce BMP4 se vyvinou v alantois anebo v jiné ¢3sti
extraembryondlniho mezodermu. Jind hypotéza zase tvrdi, Ze BMP4 vysild burikdm signal,
aby se staly prekurzorovymi jak pro PGCs, tak pro alantois. O dalsi diferenciaci rozhoduje
druhy signdl z extraembryonalniho mezodermu (Ying et al. 2000).

Podobnou strukturu jako protein BMP4 mda i BMP2, jehoz ucinky v in vitro
podminkach na bunky epiblastu se velmi podobaji uc¢inkim BMP4. Diky strukturni
podobnosti obou proteint by teoreticky mohla signalizace probihat stejnym zplsobem a

funkce BMP2 v in vivo systému by mohla byt dodatecna k BMP4 tak, aby mira signalizace

’ CDH1 je adhezni molekula E-kadherin
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byla dostatecna. Signalizace pravdépodobné probiha pres ALK3 (nebo ALK6) komplex a
pres jeden zreceptord typu Il (nejpravdépodobnéji BMPrll). Kaskdada pokracuje pres
SMAD1 a SMADS5, které bud’ pfimo, nebo nepfimo ovliviuji expresi Blimpl a Prdm14.
Takové bunky pak maji vlastnosti zarode¢nych bunék, a to vietné epigenetické
reprogramace (Ohinata et al. 2009). Dalsi informace o BMP signalizaci se podafilo ziskat
pouzitim lidského fetalniho vajecniku. Vzhledem k tomu, Ze se PGCs béhem experimentu
nalézaly ve svém ptirozeném prostredi, bylo mozné vyvodit, jak probihaji procesy spojené
s diferenciaci PGCs v podminkach in vivo. V prabéhu téhotenstvi je exprese BMP proteinu
regulovana a vypada to, Ze BMP2 a BMP4 maji ve fetalnim vajecniku odlisSnou funkci.
S postupuijici diferenciaci PGCs se totiz zvySuje exprese Bmp2, zatimco exprese Bmp4 se
snizuje. Ke zméné v expresi dochazi také u intracelularnich SMAD proteint, které
prenaseji BMP signalizaci do jadra. Cilem této signalizace v lidském fetalnim vajecniku
jsou zarodec¢né bunky, které béhem 14. tydne téhotenstvi jako jediné exprimuji BMP
receptory, konkrétné BMPrla (ALK3) a BMPrlb (ALK6). PGCs vS§ak mohou BMP signalizaci
samy regulovat, a to pfemisténim fosforylovanych SMAD protein( z jadra do cytoplazmy
bunék (Childs et al. 2010).

Zda se, Zze BMP4 ma jesté vice ucinkll. Kromé indukce vzniku PGCs a navozeni
kompetence bunkam epiblastu k nim patii i vliv na rdst a apoptézu PGCs. U embryi
starych 11,5 dpc byl zjistén vliv BMP4 na PGCs, ktery podporuje jejich rlst. Doslo ke
zjevnému zvySeni poc€tu PGCs v Sfazi. BMP4 tedy podporuje u takto starych PGCs
proliferaci (Pesce et al. 2002), cozZ je ale v rozporu se studii z roku 1999 vyzkumné skupiny
Lawsona et al. Nicméné podle dalsi studie pracujici s pouzitim lidského fetalniho
vajec¢niku, nema BMP4 vliv na proliferaci, ale reguluje pocet postmigratornich PGCs
podporovanim apoptdzy. Tato indukce apoptdzy je €asto spojena s expresi genu Msx2
(muscle segment homeobox). V prlibéhu téhotenstvi genova exprese Msx koreluje
s prlbéhem hlavni viny apoptdzy. Msx2 specificky reaguje na BMP4 a je tedy mozné, Ze
tento gen funguje jako efektor apoptdzy indukované pomoci BMP. Pro ziskavani
zarodeénych bunék diferencovanych z ESCs je tedy nutné se pfi kultivaci vyhnout trvalé

expozici BMP, kterd by mohla mit negativni vliv na preziti bunék (Childs et al. 2010).
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5.2. Uloha BMP8b

BMP8b je ¢len Gbb-60A tfidy BMP superrodiny, ktery je exprimovan
extraembryondlnim ektodermem. Podle nékolika studii je nutny k vytvoreni zarodecné
linie. Vznikla tedy komplexnéjsi hypotéza, kde v osudu PGCs hraji roli oba proteiny BMP4 i
BMP8b (Ying et al. 2000). Kvli sekvenéni podobnosti a podobnosti v intron/exonovém
usporadani Bmp8b s Bmp8a se usuzuje, Ze vznikl genovou duplikaci. Jejich lokusy se navic
u mysi nachdazeji v tésné blizkosti na chromozému 4. V samcich zarodecnych bunkach je
Bmp8b exprimovan hlavné ve spermatidach a pak také ve spermatocytech. Na rozdil od
Bmp8a neni exprimovan v materské ¢asti placenty, ale v trofoblastu. Exprese Bmp8b
navic koreluje s postupem spermatogeneze. Pred pubertou velkda ¢ast gonocytl podstoupi
apoptézu. Po dosaZzeni stadia spermatid vzroste exprese Bmp8b a pocet bunék
podstupujicich apoptdézu klesne. BMP8b tedy pravdépodobné podporuje preziti
zarodecnych bunék inhibici apoptdzy. Zda se, Ze tento protein je dllezity spiSe pro
proliferaci, preziti nebo diferenciaci bunék, nez pro vyvoj embrya. Navic je zajimavé, Ze je
Bmp8b exprimovan nikoliv v somatickych, ale v zarode¢nych burkach a v bunkach
trofoblastu (Zhao and Hogan 1996). Pravé proto se dalsi vyzkumy zabyvaly tim, jakou ma
BMP8b roli pfi vytvareni zarodecné linie a pfi reprodukci se zamérenim na pulsobeni
BMP8b béhem spermatogeneze. Z vysledkd vyplynulo, Ze BMP8b je nutny pro proliferaci
a preziti zarodecnych bunék, stejné jako pro iniciaci a udrzeni spermatogeneze. Tento fakt
byl vyvozen z fenotypU, které vznikly u mysi homozygotné mutantnich pro Bmp8b. Prvni
defekty se objevily u pubertalnich mysi, jejichZ zarodecné buriky mély snizenou proliferaci
a zpozidénou diferenciaci. U dospélych mysi pozdéji dochazelo k nadmérné apoptdze
spermatocytll i presto, Ze nebyl objeven Zadny problém ve funkci Sertoliho nebo
Leydigovych bunék. Tyto podplrné bunky jsou sice dllezité pro funkci zarodecnych
BMP8b Ucinkuje spiSe autokrinné nebo parakrinné na kratké vzddalenosti nez ve vétsim
rozsahu (Obr. 4). Tato skutecnost byla potvrzena i expresi domnélych Bmp8b receptori

(ACTrIIA a ACTrlIB) v semenotvornych kandlcich (Zhao et al. 1996).
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Obr. 4: Schematické znazornéni autokrinniho/parakrinniho uGéinku BMP8b. Vievo je prafez
semenotvornym kanalkem varlat jedince v ¢asné puberté, vpravo dospélého jedince. Lumen kanalku
se nalézd nahore. Sertoliho burnky jsou zndzornény modfe. Sp — primarni spermatocyty, PS —
pachytene spermatocyty, RS — kulaté spermatidy, ES — protdhlé spermatidy. Cervené ¢tverecky
znazornuji BMP8b a cervené Sipky oznacuji autokrinni nebo parakrinni plisobeni BMP8b na zarodecné
buriky a parakrinni plsobeni BMP8b na Sertoliho buriky.

Zarodecné buriky jsou béhem diferenciace do primarnich spermatocytl v obdobi ¢asné puberty a
béhem diferenciace do pachytene spermatocytll, kulatych spermatid a protdhlych spermatid
v dospélosti, zakotveny mezi Sertoliho bunkami. V obdobi c¢asné puberty je BMP8b produkovan
v malém mnoiZstvi vSéemi zarode¢nymi burnikami (nezbytné pro proliferaci a diferenciaci zarodecnych
bunék). V dospélosti BMP8b produkuji kulaté spermatidy (ve velkém mnoiZstvi) a pachytene
spermatocyty (v malém mnoiZstvi). MnoiZstvi produkované kulatymi spermatidami je nutné pro
diferenciaci a pfeZiti zarodecnych bunék (pfevzato a upraveno podle Zhao et al. 1996).

Tato zjisténi vedla k detailnéjSim vyzkumim pomoci mutantd v genu pro Bmp8b.
Mutantni embrya dokazuji, Ze BMP8b je stejné jako BMP4 nezbytny ke vzniku PGCs.
U homozygotnich mutantld (na smiSeném genetickém pozadi), které netvorily BMP8Db,
bylo vyrazné méné PGCs neZ u wilde-type embryi. 43 % téchto mutantl dokonce PGCs
postradalo Uplné. U heterozygotl byl vSak pocet PGCs s wilde-type embryi srovnatelny.
Mutanti také vykazovali zpozdéni pti tvorbé alantoisu. Do testovani byli také zahrnuti
mutanti na Sirokém genetickém C57BL/6 pozadi. U homozygotl netvoricich BMP8b
nevznikly Zadné PGCs a maly nebo vlbec Zadny alantois. Vétsi defekty v PGC populaci ve
srovnani s alantoisem jsou v souladu s tvrzenim skupiny Lawsona et al. (1999), Ze budouci

PGCs jsou k BMP signdliim citlivéj$i nez buriky budouciho alantoisu.
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Od chvile, kdy zacina formovani PGCs, je dalsi vyvoj nezavisly na BMP8b. Poloha
regresni primky poc¢tu PGC na pocet somitl je u heterozygotl nize polozend, kdezto jeji
sklon se nelisi. Z toho vyplyva, Ze BMP8b ma vliv na velikost zakladajici populace PGCs a
nikoliv na jeji dalsi proliferaci nebo preziti (Ying et al. 2000). Stejny vysledek byl zminén i v

pfipadé studii zabyvajicich se BMP4.

5.3. Spolec¢ny vliv BMP4 a BMP8b na PGC

Oba proteiny, BMP4 a BMP8b, jsou tedy nutné pfi tvorbé PGCs. Jejich exprese
v extraembryonalnim ektodermu se ¢asové prekryva, oba Ucinkuji na stejné bunky a jejich
mutanti maji podobné defekty. Pfirozené se pak nabizi otdzka, jak spolu BMP4 a BMP8b

spolupracuji a jak navzdjem interaguji (Obr. 5).
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Obr. 5: Vyvoj embrya zachycujici vznik PGCs v proximalnim epiblastu. Signdly z extraembryonalniho
ektodermu (BMP4 a BMP8b) indukuji expresi genu Fragilis v burikach epiblastu a genu Blimpl
v prekurzorech PGCs. Exe — extraembryonalni ektoderm, VE — visceralni endoderm, AVE — anteriorni
VE, DVE — dorzalni VE (prevzato z Hayashi et al. 2007).



Teoreticky je mozné, Zze BMP4 reguluje expresi Bmp8b a nebo Zze BMP8b reguluje
expresi Bmp4. Tato hypotéza byla ovSsem vyvracena pomoci in situ hybridizace. V Bmp8b
mutantnich embryich byly pouZity sondy pro Bmp4 a naopak. Uroveri exprese
sledovaného proteinu vsak byla pokazdé stejnd u homozygotli, heterozygotl i u wilde-
type embryi.

Dalsi moznosti je, Ze po sekreci z extraembryonalniho ektodermu BMP4 vytvari
s BMP8b heterodimery. Pokud by tomu tak bylo, potom by méli mit homozygotni mutanti
v Bmp4 stejné defekty jako homozygotni mutanti v Bmp8b. Az 57 % Bmp8b mutantl vSak
mélo na rozdil od mutantl Bmp4 PGCs.

Jednoduchy model spoluprdce BMP4 s BMP8b predpoklada, Zze oba proteiny
mohou tvorit pouze homodimery, které se pak vazi na rlizné komplexy receptord.
Spoluprace probiha az na drovni signdlnich drah. Tato hypotéza pozaduje od cilovych
bunék, aby tvorily jeden receptorovy komplex pro BMP4 a dalSi pro BMP8b. Zaroven ale
nevysvétluje vysledek pokusu, pfi kterém byli vytvoreni tzv. dvojiti mutanti — heterozygoti
v genu pro Bmp4 i vgenu pro Bmp8b. Tato embrya méla stejny fenotyp jako embrya
heterozygotni pouze v Bmp4. Z toho se da vyvodit, Ze uc¢inek BMP4 a BMP8b se nescita.
Presnéji to vystihuje nasledujici model, ktery predpoklada, ze BMP4 a BMP8b funguji jako
heterodimery i jako homodimery. Tento model navic pracuje s predpokladem, ze
biologicka aktivita téchto homodimer( a heterodimerl neni stejné silnad. Heterodimer
BMP4/BMP8b ma vétsi aktivitu nez BMP4 homodimer, ktery ma vétsi aktivitu nez BMP8b
homodimer. Tento model relativné dobre vysvétluje vSechny fenotypy vzniklé riznymi
mutacemi v proteinech BMP. A to konkrétné embrya, u nichZ nedochazi k expresi Bmp4
vidy postradaji PGCs i alantois, protoZe aktivita BMP8b homodimeru je nedostatecna.
Podobné vypada situace u Bmp8b'/' embryi, kde se mlzZe tvofit pouze BMP4 homodimer.
U tohoto homodimeru, ktery ma vétsi biologickou aktivitu nez BMP8b homodimer, bylo
zaznamendno u 57 % embryi sniZzeni poctu PGC zhruba na 10 %. U 43 % embryi
nebyly Zddné PGCs a doslo ke zpoZdéni iniciace alantoisu (smiSené genetické pozadi
embryi) nebo byla pozorovana kompletni absence PGCs a relativné krat$i nebo nékdy
chybéjici alantois (embrya kmene mysi C57BL/6). Jak jiz bylo zminéno vyse, embrya
dvojitych mutantl maji shodny fenotyp jako embrya heterozygotni pouze v Bmp4. Tato

skute€nost se da vysvétlit tim, Ze heterozygotnost pro BMP8b vychyli rovnovahu k tvorbé

23



vice BMP4 homodimerd. Homodimery i heterodimery by navic teoreticky mohly
signalizovat pres totozny receptor typu | (Ying et al. 2000).

Vzhledem k tomu, Ze v in vitro podminkdch jsou ucinnéjsi heterodimery nez
homodimery, mluvi se o0 moznosti, Ze mohou fungovat jako hlavni BMP signdl i v systému
in vivo. Otazkou tedy je, jestli BMP tvofi heterodimery nebo homodimery a v ptipadé
druhé moznosti jesté, jestli oba BMP proteiny signalizuji pres stejny komplex receptord.
Logicky tedy lze vyvodit tfi moznosti, jak by to mohlo byt. Prvni teorie (an equal
homodimer model) fika, ze BMP tvofi homodimery a funguji podobné pres stejné
receptory. Podle druhého modelu (heterodimer model) tvotfi BMPs heterodimery a
funguji pres jeden receptorovy komplex a podle tfetiho modelu (two-pathway model)
BMPs tvori homodimery, které ale funguji pres dva rizné receptorové komplexy.

Na zdakladé vsech tfi modeld byly provedeny experimenty s burnkami epiblastu
z mysich embryi o stafi 6 — 6,25 dpc. Tyto bunky byly kultivovany s COS bunkami, které
produkovaly velké mnozZstvi BMP4 a BMP8b proteind. Vzhledem k tomu, Ze k dimerizaci
dochazi béhem syntézy proteinld, nemohly vtomto pripadé heterodimery vzniknout,
protoze BMP4 a BMP8b proteiny byly produkovany rlznymi bunkami. Vysledkem bylo
zjisténi, Ze BMP4 a BMP8b funguji jako homodimery a pro indukci PGCs je nutna jejich
kombinace. To, Ze jsou nutné obé BMP drahy, odpovida spiSe modelu ,two-pathway” a ve
hie jsou tedy dva samostatné receptorové komplexy (Ying et al. 2001). Mimo to tento
model signalizace by mohl fungovat také u drozofily (Dorfman and Shilo 2001). Do
hypotézy byl dale zapojen protein BMP2, ktery by mél teoreticky fungovat pres stejny
komplex receptorl jako BMP4, tzn. tedy pres jiny nez BMP8b (Ying et al. 2001). Tim by se
vysvétlil fakt, Ze pouze BMP4 s BMP2 maji aditivni efekt (Young et al. 2010). Dalsi zjisténi
vychazelo z vysledkd pokust, kdy bylo zjisténo, Ze BMP8b homodimery mohou predejit
defektlm u mutantt Bmp8b'/'. V pfipadé proteinu BMP4 a Bmp4'/' mutantd tomu tak
nebylo. Pokusy byly provadény u embryi o stafi 6 — 6,25 dpc a zda se tedy, Ze BMP4 je
nutny pro ziskani kompetence bunék epiblastu také v drivéjSim stadiu. Tato kompetence
navic neni omezena jen na proximalni ¢ast epiblastu, ale na vSechny jeho buriky, protoze
Ize vSechny pfimét produkovat PGCs (Ying et al. 2001).

Proteiny BMP4 a BMP8b jsou nezbytné pro specifikaci mysich PGCs in vivo, protein
BMP2 pak funguje jako doplnék k BMP4. Spoleéné iniciuji signdlni kaskadu, ktera indukuje
specifikaci bunék proximalniho epiblastu. Tento jejich Ucinek byl zkouman in vitro
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kultivaci ESCs jako EBs. Kultivacni prostfedi mélo co nejvice napodobovat in vivo
podminky a docilit tak diferenciace ESCs do pohlavni linie. Byla sledovana exprese genu
Pou5f1®, kterd je specifickd pro PGCs. POUSF1 pozitivni bufiky se tvofily po kultivaci EBs
s pfidavkem BMP4 a BMP2 v médiu. Pokud se do média pfidal protein BMP8b, potom
bunky s expresi Pou5f1 vznikaly velmi vzacné. Byly zkoumany i kombinace BMP4 + BMP2
a také BMP4 + BMP8B, ale mnoZstvi POU5F1 pozitivnich bunék nebylo vyrazné vétsi nez
pfi kultivaci v samotném BMP4. Proteiny BMP4 a BMP2 maji pfi kultivaci stejny vyznam a
zda se, Ze se mohou vsignalni draze navzdjem zastupovat. Oba totiz funguji
prostiednictvim ACVR1’ receptoru. Plati to ovéem pouze pro experimentalni podminky, v
in vivo podminkach tato zastupitelnost nefunguje. Béhem experimentld se také
predpokladalo, Ze kultivaci v médiu s BMP4 + BMP8b vzroste mnozstvi diferencujicich
bunék vice nez pfi kultivaci vsamotném BMP4. Ktomu ale nedoslo a neni jasné proc.
Odpovéd bunék kultivovanych s proteinem BMP4 je zavisla na jeho koncentraci — nejvyssi
odpovéd byla pozorovana u davek 50 ng/ml, 100 ng/ml a 200 ng/ml. Jako standard pak
byla vybrana koncentrace 100 ng/ml. Pfi kultivaci stouto standardni davkou buriky
exprimovaly téméF stejné geny jako diferencujici PGCs a to Prdm1, Ifitm3, a Dppa3™°
(Casné faktory urcujici PGC). Poté byla zahdjena i exprese gend Pou5f1, nanog, Ddx4 a
Dazl'!, které jsou specifické pro pozd&jéi stadia PGCs. Z téchto vysledkd je nejdGlezit&jsi,
Ze pomoci BMP4 a BMP2 spolec¢né ¢i zvlast, se zvySuje exprese genl specifickych pro
zarodecné linie. Ukazalo se, Ze samotny protein BMP8b zfejmé nema Zadny vyrazny
ucinek na kulturu. Dalsi zasadni poznatek je, Ze obdobi dulezité pro diferenciaci EBs je 3 az

5 den (Young et al. 2010).

® také znamy jako OCT4

? také znamy jako ALK2 receptor

10gen Ifitm3 kdduje Interferon-induced transmembrane protein 3; gen Dppa3 kdéduje Developmental
pluripotency-associated protein 3

""DDX4 (DEAD box protein 4) je homolog proteinu VASA v drozofile; gen dazl kéduje Deleted in
azoospermia-like protein
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6. Zaver

Predkladand bakaldfskd prace popisuje proteiny BMP a primordidlni zarode¢né
funkce, ovliviiuji bunéénou proliferaci, apoptézu, diferenciaci i morfogenezi bunék. Jejich
vliv na vyvoj PGCs se ukazal byt nesporny a je pozoruhodné, jak slozitym regulacim se
musi PGCs pfi svém vzniku a vyvoji podrobit. Situaci komplikuje fakt, Ze neni snadné tyto
procesy zkoumat a sledovat PGCs uvniti embrya, zvlasté u savci. Podafilo se vSak objevit
zpUsoby, jak PGCs kultivovat a jejich vznik sledovat v in vitro podminkach. Je otazkou, jaky
je rozdil mezi funkci rastovych faktord in vitro a in vivo. Logickym krokem je tedy snaha o
co nejvétsi napodobeni prirozeného mikroprostiedi PGCs. Provedené experimenty
podporuji hypotézu, ze faktory BMP4 a BMP8b jsou témi faktory z extraembryonalniho
ektodermu, které indukuji vznik PGCs. Je ovsem ziejmé, Ze cely proces indukce PGCs je
BMP4 protein ma dalsi funkce spojené se ziskavanim kompetence bunék epiblastu, dalsi
proliferaci PGCs a dokonce je v urCitych procesech zaménitelny s proteinem BMP2. Zd3
se, Ze pfi vzniku PGCs mUze hrat roli vice faktoru, véetné zminovaného BMP2. Klicové jsou
vsak stale BMP4 a BMP8b. V soucasné dobé je navrieno nékolik modell popisujicich
mozné interakce mezi témito proteiny, které resSi dvé stéZejni otazky: zda proteiny
vytvareji homodimery, heterodimery nebo obé a kolik komplex( receptord je potreba
k signalizaci. Ze vSech moZnych variant se zdaji byt nejpravdépodobnéjsi dvé, které ale
nejsou plné slucitelné.

Pokusy v roce 2001 odhalily, Ze pokud jsou vytvofeny pouze homodimery BMP4 a
BMP8b, tak PGCs vznikaji, pficemz je nutna existence obou homodimer(. Kazdy BMP pak
signalizuje pres vlastni komplex receptor(. Ze starSich praci se ovsem zda, Ze BMPs tvofi
biologicky rdzné aktivni heterodimery i homodimery. Samotna tvorba heterodimeru
nemusi nutné popirat predchozi model. Problém je v tom, Ze tento model predpoklada
existenci pouze jednoho komplexu receptor(. Bud dojde ke slouceni obou zminénych
modelll do jednoho slozZitéjSiho, kde budou vznikat heterodimery i homodimery
signalizujici pres dva komplexy receptor(i, nebo se ukdze jako konecny ,two-pathway”

model.
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Ziskané védomosti o vzniku PGCs jsou velmi uzitecné pfi jejich kultivacich in vitro a
jejich preméné v embryonalni zdrode¢né bunky. Na rozdil od embryondlnich kmenovych
bunék jsou tyto pluripotentni bunky zajimavym zdrojem pro mozné bunééné terapie u

Clovéka bez etickych a imunologickych omezeni.
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