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1. Abstrakt

Indukované pluripotentni kmenové burky (iPSCs) jsou pluripotentni bunky vytvorené
reprogramaci bunék somatickych pomoci nékolika transkripénich faktord v podminkach
kultivace embryonalnich kmenovych bunék (ESCs). Klasické faktory pouzité pro vytvoreni
prvnich iPSCs jsou OCT4, SOX2, KLF4 a c-MYC. Takto vytvofené iPS burky jsou svymi
vlastnostmi blizké ESCs. Technologie tvorby iPSCs muUZe byt vyuZita k tvorbé iPS bunék
z konkrétnich pacientl a vyuZita pro jejich |écbu tam, kde pouZziti ESCs predstavuje eticky
a imunologicky problém. Pro potfebu medicinskych aplikaci iPSCs je potfeba ovéfit jejich

dlouhodobou bezpecnost na vhodnych zvifecich modelech.

Klicova slova: indukované pluripotentni kmenové buriky, embryonalni kmenové buriky,

reprogramace, prase, modelovy organismus, pluripotence

2. Abstract

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are the cells established by introducing several
transcription factors into the somatic cells and culturing them in embryonal stem cell (ESCs)
culture conditions. Factors used for the establishment of the first iPSCs are OCT3/4, SOX2,
KLF4 and c-MYC. IPSCs created by these means resemble closely to the ESCs. IPS technology
may be used to derive iPS cells of individual pacients and apply these cells for their
treatment in the cases where the use of ESCs represents an ethical and imunological
problem. Therefore, it is important to establish an appropriate animal model

for the longtime safety testing of iPSCs before acceding to their medicinal aplication.

Key words: induced pluripotent stem cell, embryonal stem cell, reprogramming, pig,

model organism, pluripotency



3. Uvod

IPSCs jsou pluripotentni buriky vytvorené reprogramaci ze somatickych bunék. Poprvé byly
vytvofeny vroce 2006 z mysich fibroblastli, do kterych byly vneseny 4 reprogramacni
faktory - OCT3/4 (dale OCT4), SOX2, KLF4 a c-MYC (Takahashi & Yamanaka 2006). Pozdéji
se podafilo stejnym zpUsobem reprogramovat i somatické bunky ¢lovéka (Yu et al. 2007;
Takahashi et al. 2007), primatl (rod: Macaca) (Liu et al. 2008), potkana (Liao et al. 2009)
a prasete (Esteban et al. 2009; Ezashi et al. 2009; Wu et al. 2009). IPSCs jsou blizké ESCs
svou morfologii, povrchovymi i vnitrobunéénymi znaky, vysokou schopnosti proliferace a
diferenciace do tkani vSech 3 zarode¢nych wvrstev in vitro i in Vvivo
(Takahashi & Yamanaka 2006; Yu et al. 2007). Diky témto svym vlastnostem mohou byt
v medicinskych aplikacich rovnocennou nahradou kontroverznich ESCs. Pfed jejich vyuZzitim
k 1écbé lidi je potfeba ovéfit bezpecnost iPSCs na urovni délky lidského Zivota. K tomuto
ucelu se zda byt velmi vhodnym modelem prase. Proto je vytvoreni prasecich iPS bunék
(piPSCs) dulezitym objevem a jejich dukladna charakterizace nezbytna k optimalizaci jejich

kultivace a jejich budoucimu vyuziti.

4. Embryonalni kmenové bunky

V Uvodu jsou zminény ESCs jako pluripotentni burky, jejichZ vlastnosti se snazime dosahnout
pfi pripravé iPS bunék. Je tedy dlleZité charakterizovat a co nejlépe poznat vlastnosti ESCs
a jejich mechanismy regulace pluripotentniho stavu k tomu, aby mohla vzniknout metoda
reprogramace somatickych bunék v buriky pluripotentni a iPSCs jako takové. ESCs slouZzi jako
standard, vzor pro vytvoreni iPSCs, a proto vétsina vlastnosti uvedenych jako vlastnosti ESCs

by méla platit i pro pfislusné iPSCs. O nich samotnych bude fe¢ pozdéji.



4.1. Vlastnosti ESCs
ESCs jsou jedinecnym typem kmenovych bunék, které se nevyskytuji v dospélém organismu.

Jsou odvozovany z vnitfni bunécné masy (ICM) blastocysty - pfechodné existujiciho stadia
v raném embryondlnim vyvoji. Nemaji tedy sv(j in vivo ekvivalent a existuji pouze in vitro
(Stewart et al. 2008). Mezi zakladni vlastnosti ESCs patfi dlouhodobd schopnost
sebeobnovy, tedy schopnost se symetricky délit pfi zachovani svého pluripotentniho stavu,
a schopnost diferencovat do tkani odvozenych od vSech tfi zarodecnych vrstev
a do trofoblastu  (pluripotence) (Evans & Kaufman 1981; Martin 1981a;
Thomson et al. 1998). Diky tomu jsou ESCs uZitecnym modelem pro studium diferenciace
astarnuti. ESCs se poprvé podafilo izolovat vroce 1981 zmysi blastocysty
(Evans & Kaufman 1981; Martin 1981a). K vytvoreni prvnich lidskych ESCs (hESCs) doslo azZ
vroce 1998 (Thomson et al. 1998), po predchozim odvozeni ESCs primatd (rod: Macaca)
(Thomson et al. 1995).

Prestoze se mysi a lidské pluripotentni kmenové burky v mnoha ohledech lisi, zakladni
vlastnosti pluripotence jsou sdileny ESCs obou druhl. Na prvni pohled jsou mysi ESCs
(mESCs) i hESCs typické velkym jadrem v poméru k cytoplazmé a vyraznym jadérkem — znaky
vysoké metabolické aktivity a déleni bunék. MESCs i hESCs maji schopnost symetrického
déleni, které zprostredkuje jejich sebeobnovu za soucasného zachovani pluripotence. Obé
tyto vlastnosti jsou u ESCs ovérovany nékolika zplsoby. Na velky proliferacni potencial bunék
ukazuje aktivni telomeraza, ktera zabranuje zkracovani koncd telomer jejich dopliovanim
a predchadzi tak starnuti bunék (Bodnar et al. 1998). Prakticky se pak buriky dlouhodobé
kultivuji a sleduje se, zda se znamky starnuti neobjevuji a délka telomer z(stava zachovdna
(Amit et al. 2000a).

Druhou vlastnosti, ktera musi byt zachovdna, je schopnost diferenciace ESCs do tkani
vSech tfi zarodecénych vrstev. Ovéruje se jednak schopnost diferenciace in vitro v suspenzni
kultute ve formé embryoidnich télisek (EB) nebo v jednovrstevném usporddani bunék —
spontdanné nebo za pridani chemickych latek, které «cilené sméfuji diferenciaci
(Doetschman et al. 1985). In vivo se pak schopnost diferenciace ovéfruje vstriknutim
pluripotentnich bunék do mysi s oslabenou imunitou a sledovanim vzniku teratoma, nadord
slozenych z velké skaly diferencovanych tkani, které se vyskytuji u embrya v ¢asnych fazich
vyvoje (Buli¢-Jakus et al. 2006). Definitivnim prikazem pluripotence mESCS je jejich
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schopnost tvofit po injikaci do blastocysty chiméry, vietné schopnosti pfispivat
k zarode¢nym liniim vrdmci chimér [(Robertson, 1986) in(Tam & Rossant 2003)]
a schopnost vytvofrit celého jedince, kterd se testuje metodou tetraploidni komplementace
(Lin et al. 2010; Nagy et al. 1990). ESCs schopné pfispivat k zarodecné linii chimérickych
mysi mohou byt Uspésné pouZity k vytvoreni knock-in/knock-outovanych jedincl metodou
homologni rekombinace s mozZnosti prenosu genetické zmény na dalsi generace. U mysi
se tato technologie vyuzZivda k vytvareni geneticky pozménénych linii se specifickymi
vlastnostmi (Galli-Taliadoros et al. 1995). Schopnost pfispivat k vyvoji jedince se z etickych
dlvodd samoziejmé netestovala u hESCs a kone¢nym testem pluripotence je u nich tvorba

teratom0 (Thomson et al. 1998).

4.2 Centralni regulacni okruh pluripotence ESCs
Sebeobnova a pluripotence ES bunék jsou fizeny centralnim regulaénim okruhem, ktery je

tvoren transkripénimi faktory OCT4, SOX2 a NANOG (OSN) provdzanymi do autoregulacni
sité (Boyer et al. 2005; Loh et al. 2006). Stabilni hladiny OSN v ESCs jsou udrzovany diky
pozitivnim autoregulacnim vazbam téchto faktor( i dalSimi transkripénimi faktory
pfes pozitivni a negativni zpétné vazby (Hitoshi & Niwa 2007). Pfesna regulace hladiny
prepisu je nezbytnd zejména pro udrzeni stalé hladiny OCT4, jejiz vychyleni o vice nez 50 %
oproti normalnimu stavu v ESCs vede k diferenciaci bunék - zvyseni hladiny OCT4 sméfuje
buiky k primitivnimu endodermu, jeji sniZeni vede kdiferenciaci v trofoektoderm
(Niwa et al. 2000). Autoregulaéni smycka je schopnd stabilné udrZovat stav pluripotence
(Boyer etal. 2005) a umoziuje rychlou odpoved na vnitfni nebo vnéjsi stimuly s malym
zpozdénim (Rosenfeld et al. 2002).

Transkrip¢ni faktory OSN kooperuji v nasedani na promotory desitek gend Ucastnicich
se udrzovani sebeobnovy a pluripotence vcéetné sebe samych. Tento regulacni okruh
je spolecny mysim a lidskym ESCs, liSi se pouze nékteré cile téchto transkripcnich faktord,
naopak reprimuji ty zodpovédné za diferenciaci bunék. Kromé protein-kodujicich gend jsou
soucasti reguacni sité i geny kodujici miRNA, na jejichz promotory se vazi OSN a reguluji
jejich prepis (Boyer et al. 2005). Cast genl aktivovana centralnimi transkripénimi faktory

se spolu s nimi podili také na remodelaci chromatinu a epigenetickych modifikacich histond,
4



které hraji duleZitou roli vregulaci transkripce ESCs, ataké pfispivaji k regulaci jejich
sebeobnovy a diferenciace (Kashyap et al. 2009).

OSN jsou specificky spojovdny s uvedenim bunék do pluripotentniho stavu a jeho
udrzovanim (Avilion et al. 2003; Chambers et al. 2003; Mitsui et al. 2003;
Pesce & Scholer 2001). OCT4 a SOX2 jsou pfeddvdny maternalné v oocytu a pozdéji mohou
aktivovat prepis NANOG (Rodda et al. 2005b; Avilion et al. 2003; Palmieri et al. 1994).
OSN hraji dulezitou roli v raném embryonalnim vyvoji a jsou pfitomny v burikdch moruly a
nasledné v ICM blastocysty a v epiblastu. V dalSich liniich bunék diferencovanych z ICM se
svou pfitomnosti lisi, ale jejich hladina klesd béhem dal$iho vyvoje a diferenciace. Pozdéji je
pfepis OSN zachovan v primordidlnich zarode¢nych bunkach (Chambers et al. 2003;
Pesce & Schoéler 2001). Jsou zdroven pfitomny v in vitro kultivovanych ESCs a mizi béhem
jejich diferenciace. OSN jsou tedy zodpovédné za regulaci a udrZzovani pluripotence bunék

in vivo i in vitro a tvofi jadro regulaéni smycky, kterd je spole¢nd mysim i lidskym bunkam.
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Obrdzek 1 a 2: Centrdlni sit transkripcnich faktord ridicich sebeobnovu a pluripotenci ESCs

OCT3/4, SOX2, KLF4 aktivuji cilové geny vytvdrejici stabilni sit transkripénich faktori navozujicich a udrZujicich
pluripotenci a aktivujicich epigenetické zmény, c-MYC muZe zvysovat pristupnost cilovych gend stimulaci
replikace DNA. Prevzato z (Hitoshi & Niwa 2007).

Vysvétlivky: Activation — aktivace, repression — inhibice, pluripotent stem cell — pluripotentni kmenovd burika,
extraembryonic endoderm — extraembryondlni endoderm, treophectoderm- trofektoderm, target genes — cilové

geny, transcription factors — transkripcni faktory, epigenetic modifiers — epigenetické modifikdtory.



4.3. MESCs a hESCs - naivni a pfipravena pluripotence
Mysi i lidské ESCs odvozené zICM blastocysty jsou v obecném slova smyslu burikami

pluripotentnimi na zakladé vlastnosti popsanych vyse, jejich pluripotence se ale v mnoha
ohledech lisi. Dfive byly tyto rozdily pfipisovany mezidruhovym odliSnostem mezi mysi
a ¢lovékem, objevy poslednich let al.e ukazuji, Ze mezidruhové rozdily nehraji v rozdilnosti

Zatimco vySe popsany centrdlni regulaéni okruh je vSem ESCs spole¢ny, molekuly, které
ho aktivuji z vnéjsku, se lisi. Z tohoto pohledu mizeme vymezit mESCs a hESCs jako 2 typy
pluripotence, které je mozné z praktického hlediska rozliSovat. Plati, Ze mESCs maji tendenci
tvofit pluripotentni bunky zavislé na leukemickém inhibi¢nim faktoru (LIF) a kostnim
morfogenetickém proteinu (BMP4), nazyvané obecné jako LIF-zavislé nebo také naivni
(naive) ESCs (Ying et al. 2003). Tento pluripotentni stav se také nazyva zdkladnim
(ground state) (Ying et al. 2008). Pluripotence typickych hESCs naopak zavisi
na fibroblastovém ristovém faktoru 2 (FGF2) a Activin/Nodal signalizaci, jsou to tedy
pluripotentni buriky FGF2-zavislé nebo také pfipravené (primed) ESCs (Vallier et al. 2005;
Nichols & Smith 2009).

Jako pfipravené pluripotentni burnky byly plvodné oznacené mysi EpiSCs (mEpiSCs),
odvozené ze stadia pozdniho epiblastu, aby se odliSily od pluripotentnich bunék odvozenych
z ICM blastocysty — naivnich mESCs. Stav pfipravené pluripotence je tak povazovan za vice
diferencovany stav. Zaroven ale vime, Ze hESCs odvozené z blastocysty se svymi vlastnostmi
s mEpiSCs shoduji (Brons et al. 2007). HESCs maji tedy tendenci in vitro udrZovat tento
vyvojové pokrocilejsi stav pfipravené pluripotence. Mozné pficiny téchto odliSnosti hESCs
a mESCs budou diskutovany pozdéji, v nasledujicim odstavci se budu podrobnéji vénovat

charakteristikam téchto dvou typu pluripotence.
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Obrdzek 3: Rany zdrodecny vyvoj mysi, prevzato z (Hitoshi & Niwa 2007)

Vysvétlivky: early blastocyst — rané stadium blastocysty, late blastocyst — pozdni stadium blastocysty,
egg cylinder stage — stadium vajeéného cylindru, primitive ectoderm — primitivni ektoderm, germ cell lineage —
zdrodecnd linie, somatic cell lineages - somatické bunécné linie, blastocyst cavity — dutina blastocysty,
primitive endoderm — primitivni endoderm, visceral endoderm — viscerdlni endoderm, parietal endoderm —
parietdlni endoderm, extraembryonic ectoderm - extraembryondini ektoderm, proamnionic cavity -—
dutina budouciho amnionu. Pro srovndni podrobnéjsi popis a obrdzek lidského zdrodecného vyvoje

http://stemcells.nih.qov/info/scireport/appendixa.aspitfigure4.

4.4. OdliSnosti mESCs a hESCs
HESCs a mESCs se vzajemné lisi jak zavislosti na rGznych vnéjSich faktorech pro udrzeni

pluripotence, tak dalSimi znaky. Rozdilna je jejich morfologie, nékteré povrchové
a epigenetické znaky, rychlost mnozeni nebo tendence ke spontanni diferenciaci.

Zatimco mESCs tvori kompaktni kulaté kolonie, které je mozné snadno disociovat
a pasazovat jako jednotlivé buriky, a maji dobrou schopnost tvofit kolonie ztéchto
izolovanych bunék (klonogenicitu), kolonie hESCs jsou zplostélé a na disociaci reaguji
apoptozou, jejich klonogenicita je tedy znacné omezenad. Jsou také nachylnéjsi ke spontanni
diferenciaci a maji del$i dobu zdvojeni (Evans & Kaufman 1981; Martin 1981a;
Thomson et al. 1998). Pluripotence hESCs je zavisla na signalizaci zprostfedkované FGF2
(bFGF) (Xuetal.2005) a signdlech predanych do bunky prostfednictvim TGFbeta
a Aktivin/Nodal (James et al. 2005). Naopak rychle diferencuji smérem k trofoblastu, pokud
jsou vystaveny BMP4 (Xu et al. 2002). MESCs jsou na rozdil od hESCs zavislé na LIF, ktery
indukuje aktivaci pfenasece signalu a aktivatoru transkripce 3 (STAT3) (Hall, J. et al. 2009).

Pfidani BMP4 zabranuje diferenciaci mESCs inhibici signalizace vnéjSim signalem


http://stemcells.nih.gov/info/scireport/appendixa.asp#figure4

regulovanou kindzou (ERK) a dalSich diferenciacnich signall, diferencuji naopak v pfitomnosti
FGF4, ktery tuto drahu aktivuje (Ying et al. 2003; Kunath 2007).

V pfitomnosti povrchovych znak( existuji také rozdily. Sacharidovy antigen SSEA-1,
typicky pro meSCs, neni témér pritomen na burikdch hESCs a naopak SSEA-3 a -4 se vyskytuji
prevazné na povrsich hESCs spolu s TRA-1-60 a TRA-1-81 (Henderson et al. 2002). Rozdilny
epigeneticky stav ukazuje na odliSny vyvojovy plvod hESCs a mESCs. Zatimco u samicich linii
mMESCs jsou oba X chromosomy aktivované, samici linie hESCs maji jeden X chromosom
alespon castecné inaktivovany (Silva et al. 2008). Analogicky je vyvoj inaktivace X béhem
zarodecného vyvoje savcll, kdy v bunkach ICM jsou oba X chromosomy aktivni. Po oddéleni
a diferenciaci epiblastu v dobé zahnizdéni blastocysty dochdazi k nahodné inaktivaci
X chromosomu v burikdch embrya (Clerc & Avner 2011).

Stav aktivace X chromosomu neni jedinou charakteristickou epigenetickou znackou.
Buriky ve stavu naivni a pfipravené pluripotence jsou rozlisitelné i na zakladé stavu metylace
promotorli nékterych genli spojenych s pluripotentnim stavem nebo s konkrétnim
vyvojovym stadiem. Napfiklad promotory genl typickych pro stadium epiblastu jsou v hESCs
hypomethylovany, coz znadi jejich aktivni stav, zatimco v mESCs jsou hypermetylovany,
cozje znak neaktivniho stavu. Zmény metylace takovych promotorl jsou mnohem
presnéjSim rozliSujicim kritériem mezi témito pluripotentnimi stavy nez transkrip¢ni aktvita
téchto gen(. Transkripce ma tendenci k fluktuacim a neni proto pfilis spolehliva pro rozliseni

(Hayashi et al. 2008).

4.4. Odhalovani podstaty naivni pluripotence
Pfes mnozstvi novych poznatkd, kterych bylo dosazeno v poslednich nékolika letech, je nase

znalost pluripotence a jeji regulace stadle neuplnd. Nejasny je dokonce i puvod
mMESCs - naivnich pluripotentnich bunék, tedy bunék v zakladnim stavu pluripotence, ktery
byl definovan jiz pred tficeti lety. PfestoZe jsou odvozovany z ICM blastocysty, svymi znaky
a zavislosti své pluripotence na transkripénich faktorech se od ICM odliSuji
(lvanova et al. 2006). Naproti tomu vyvojovy plvod hESCs byl vyjasnén diky odvozeni
pluripotentnich kmenovych bunék z mysiho pozdniho epiblastu nazvanych EpiSCs, jejichz

vlastnosti se napadné shodovaly svlastnostmi hESCs (Brons et al. 2007). Oba typy



pluripotentnich kmenovych bunék se svymi vlastnostmi podobaji burnkdm epiblastu

(Tesar et al. 2007).

4.5.1. Objev EpiSCs pomaha objasnit podstatu naivni pluripotence
Dalsi posun ve vymezeni plvodu hESCs byl u¢inén diky izolaci a analyze EpiSCs odvozenych

z mysi blastocysty, stadia, ze kterého se bézné ziskdvaji naivni mESCs (Najm et al. 2011).
Najm ukdzal, Ze za kultivacnich podminek vhodnych pro mnozZeni jak mESCs tak mEpiSCs
mohou vznikat oba typy bunék. To naznacuje, Ze stav pluripotence kterého je dosazeno, neni
zavisly tolik na stadiu, ze kterého jsou pluripotentni burnky odvozovany, ale spiSe
na kultivacnich podminkach. Buriky, které jsou izolovdny ze stadia blastocysty, se nemusi
v tomto stadiu zastavit, ale mohou se dale vyvijet - v pfipadé hESCs do stadia epiblastu,
ve kterém jsou zastaveny kultiva¢nimi podminkami, v pfipadé mESCs v jiném stadiu, které
zatim nebylo urceno. DalSim dulezitym faktorem ovliviiujicim stadium pluripotence bunék je
genetické pozadi. Najm zdUraziuje, Ze ne vSechny kmeny mysi jsou pfistupné pro izolaci
mESCs. Naopak, vétSina linii mESCs které dnes mdme, pochdzi ztzv. kmene 129, ktery
se ukazal vhodnym pro odvozeni mysich pluripotentnich bunék v naivnim stavu
(Brook & Gardner 1997; Gardner & Brook 1997). Dodnes se nepodafilo najit dalsi vhodny
kmen pro odvozeni naivnich mESCs standardni metodou.

Najm sv(j pokus udélal pravé na bunkach pfistupného mysiho kmene 129, proto
dokazal odvodit oba typy pluripotentnich bunék. KdyzZ testoval jiny mysi kmen, zndmy jako
nepfistupny pro izolaci mESCs, mESCs se mu izolovat za stejnych podminek opravdu
nepodafilo, zatimco mEpiSCs ano, a to s podobnou uéinnosti jako u kmene permisivniho.
Ukazal tak, Ze kmeny které nejsou vhodné pro izolaci mESCs, mohou pfesto snadno davat
vznik mEpiSCs. Zda se tedy, Ze u vétSiny kmenl mysi existuji genetické bariéry nebo chybi
predpoklady pro vznik a udrZeni naivni pluripotence zavislé na LIF, zatimco izolaci vyvojové
odvozenéjsich EpiSCs tyto genetické bariéry nelimituiji.

Nedavno se podafilo vytvofit naivni mESCs a miPSCs z bunék NOD kmene mysi, ktery
byl povaZovan za nepfistupny jejich tvorbé. lzolace mESCs i miPSCs a jejich udrzovani
ve stavu naivni pluripotence vyZadovalo mimo kultivace v LIF/STAT3 stalou transgenni
expresi c-MYC nebo KLF4, inhibici kindzy glykogen synthazy 3 (GSK3beta) (a CDK1/cyklin B)

nebo pfiddni Wnt3a do média (Hanna et al. 2009). Podobné inhibice GSK3beta a ERK (2i)
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usnadnily izolaci naivnich ESCs z potkanich blastocyst. (Buehr et al. 2008;
Hanna et al. 2010) ucinili pokus o vytvoreni naivnich hESCs z béZné kultivovanych hESCs
a také naivnich hiPSCs z lidskych fibroblastd. Opét se to podafilo jen diky vnéjsi expresi
nékolika gentd — OCT4 a KLF4 nebo KLF2 a KLF4 a 2i/LIF podminkam kultivace. Bez vnéjsi
exprese téchto genl v 2i/LIF podminkach tyto hiPS buriky diferencovaly na rozdil od miPSCs
NOD mysi, kterym inhibi¢ni podminky pro zachovani naivniho mESC fenotypu stacily
(Hanna et al. 2009). Po srovndvaci analyze ochoty bunék rdznych kmen( mysi a bunék
lidskych tvofit pluripotentni buriky v naivnim stavu se lidské burnky ukazaly jako nejméné
pFistupné pfechodu do stavu naivni pluripotence (Hanna et al. 2010).

MUZeme fici, Ze prestoze se diky odliSnym kultiva¢nim podminkdm a modifikacim
bunék stav naivni pluripotence podafilo nastolit u riznych kmenl mysi i riznych savcich
druht, pfirozenou tendenci k vytvareni tohoto pluripotentniho stavu ma jen 1 zndmy mysi
kmen, kmen 129, a mnohem rozsitenéjsi je odvozenéjsi stav pluripotence, ktery se blizi svym
charakterem embryondlnimu stadiu pozdniho epiblastu, tedy tzv. pfipravena pluripotence.
Otdazkou zUstava, co zpusobuje nestabilitu naivniho stavu pluripotence u vétsiny savcl a co
naopak umoznuje bunkdm mysSiho kmene 129 stav naivni pluripotence navozovat
a udrZovat. Kandidatem na faktor umozZnujici vznik naivni pluripotence je KLF4, gen, ktery byl
potfeba pro genetickou reprogramaci EpiSCs (z permisivniho kmene 129) (Guo et al. 2009)
do stavu naivni pluripotence a jehoZ transgenni exprese byla také potfeba pro navozeni
a udrzeni naivniho pluripotentniho stavu u bunék izolovanych z ICM nepfistupnych kmenl
mysi a ¢lovéka (Hanna et al. 2009, Hanna et al. 2010). Zdvérem muZeme shrnout, Ze buriky
jednotlivych druh( a podruh se lisi svymi genetickymi predpoklady pro pfirozenou tendenci
udrzovat naivni stav pluripotence. Cim mensi tato jejich pfirozena tendence je, tim vice jim
musime k tomuto stavu pomoci vnéjsi zménou. Jsme ale schopni naivniho pluripotentniho

stavu dosahnout u sirokého spektra druh.
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4.5.2. Naivni a pfipravena pluripotence — kompetice adheznich systému?
Jiny pohled na provdazanost stavll pluripotence pfinasi prace Xu et al. ukazuje, Ze odlisné

vyuziti adheznich systémUi mESCs a hESCs pro udrzeni sebeobnovy bunék muize vysvétlovat
rozdily v jejich morfologii, poZzadavcich na rlstové faktory a citlivosti k enzymatické disociaci
(Xu etal. 2010).

Prezivani hESCs a mESCs je dano odliSnou regulaci kompetice mezi 2 adheznimi
systémy. E-cadheriny zodpovédné za mezibunécény kontakt (Eastham et al. 2007) prevaZzuji
u mESCs , naopak u hESCs je pfevaha integrin(, které zajistuji adhezi bunék k extracelularni
matrix (ECM) (Xu et al. 2001). E-cadheriny a integriny zprostifedkovany kontakt bunék je
spoustécem signalizace, diky které bunky prezZivaji. DllezZité také je, Ze tyto dva systémy
adheze jsou regulacné provazany. ZvySeni mezibunécné adheze ma za nasledek i zvySeni
adheze bunék k podkladu a naopak. Rozdil mezi mESCs a hESCs je viditelny pfi disociaci
bunék trypsinem béhem pasdzovani. Jak mESCs, tak hESCs mezibunécny kontakt i kontakt
s ECM ztrati. MESCs ale dokazou kontakt rychleji obnovit diky syntéze nového stabilniho
E-cadherinu. Naopak nové syntetizovany E-cadherin hESCs je nestabilni, nedokdze
dostateéné rychle obnovit kontakt bunék a vede nasledné i k pferuSeni integrinové
signalizace. Proto hESCs v reakci na tuto disociaci umiraji.

Za nestabilitu nové syntetizovaného E-cadherinu hESCs je zodpovédna signalizace
Rho-pfidruzené kinazy (ROCK), ktera se aktivuje ztratou mezibunécného kontaktu hESCs
po disociaci (Watanabe et al. 2007) a ktera zaroven zprostfedkovava vzdjemnou regulaci
E-cadherinové a integrinové adheze. U mESCs se zvySeni aktivity ROCK po disociaci bunék
aktivita ROCK zvySena u hESCs a nikoli u mESCs jsou zfejmé kultivacni podminky, tedy vnéjsi
faktory. V souladu s tim modifikace hESCs inhibitory MEK a p38, které stabilizuji sebeobnovu
mESCs, a kultivace hESCs v LIF snizila aktivaci ROCK a zvysila stabilitu E-cadherinu a prezivani
takto kultivovanych bunék po disociaci.

Odlisné kultivacni podminky ESCs tedy mohou byt odrazem vyuzivani rliznych systémf
adheze. Buriky hESCs ptirozené vyuzivaji k adhezi a signalizaci sebeobnovy integriny, proto
jsou pro né nezbytné FGF2 a TGFbeta, které aktivuji syntézu ECM a zvysSuji i kontakt bunék
s ni. Naopak pro mESCs vyuzZivajici E-cadheriny a preferujici mezibunéénou adhezi je vhodny
LIF, ktery tento typ adheze zprostfedkované podporuje. Autofi naznacuji, Ze to, co definuje
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odlisné pluripotentni stavy mESCs a hESCs, mlze byt pravé vyuzivani odliSnych adheznich
systémU. Je ale moZné, Ze vyuzivani rGznych systémU adheze je jen dlsledkem odliSnych
vyvojovych stadii, kterym odpovida pluripotentni stav mESCs a hESCs a je otdzkou, jakou roli
tento faktor v soucinnosti ostatnich faktord ovliviiujicich pluripotenci hraje.

Objasnéni této otazky vyzaduje dal$i analyzy, z této studie ale vyplyvaji praktické
poznatky, které miZeme vyuzit pro pfiblizeni hESCs naivnimu stavu, ktery je vyhodnéjsi
pro praci s burikami, umoznuje jejich disociaci béhem pasazovani bez vétSich ztrat a je tak
vyhodnéjsi pro jejich automatizovanou kultivaci ve velkém duleZitou pro jejich aplikace. Stav

naivni pluripotence je také vyhodnéjsi pro genetické manipulace bunék (Xu et al. 2010).

5. IPS technologie

IPS je technologie, ktera umozinuje vytvaret bunky podobné ESCs z diferencovanych
somatickych bunék (K. Takahashi & Yamanaka 2006). Popudem k jejimu vzniku byla jednak
etickd kontroverznost hESCs, k jejichz vzniku je potfeba zniceni lidskych zarodkd, jednak
moznost vytvareni individualizovanych linii bunék, pouzitelnych pro autologni transplantace
bez rizika imunitni rejekce, a v kombinaci s pouzitim metody homologni rekombinace
k vytvareni modell geneticky podminénych nemoci a ndsledné k jejich 1é¢bé. HiPSCs linie
z konkrétnich jedinc by také byly uzitecné k testovani IéCiv, |épe by odrazely genetickou

variabilitu obyvatel a odpovédi na [écbu (Yu et al. 2007).

5.1. Cesta k iPS
Indukovana pluripotence neni prvni metodou pouzitelnou k vytvareni individudlné

specifickych linii pluripotetnich bunék. Pfedchazely ji fuze somatické burnky s ESC a metoda
pfenosu somatického jadra do enukleovaného oocytu (SCNT) (Yamanaka & Blau 2010),
které jsou ale ¢astecné stdle zavislé na oocytech a zarodcich. Metoda SCNT je pro produkci
hESCs ndroc¢néjsi nez u jinych Zivocisnych druh(, nehledé na vzacnost lidskych oocyt(l. Proto
je vhodné tyto metody vyuzivat naddle pro vytvareni specifickych linii bunék zvirat,
pro potfeby medicinskych aplikaci je nejvhodnéjsi pravé iPS technologie. Ta mohla byt

vytvorena a zavedena az s rostoucimi znalostmi o podstaté pluripotence a identifikaci pro ni
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dilezitych transkripénich faktor(i. U kandidatnich gen majicich souvislost s pluripotentnim
stavem pak byla testovana schopnost stav pluripotence navodit
(Takahashi & Yamanaka 2006; Yu et al. 2007). A to na zakladé predpokladu, Ze geny majici

schopnost udrZovat stav pluripotence ho dokazou i navodit.

5.2. Prvni iPSCs a reprogramacni faktory
Prozatim se podafilo vytvofit iPSCs mysi (Takahashi & Yamanaka 2006), lidské

(Yuetal. 2007), primati (rod: Macaca) (Liu et al. 2008), potkani (Liao etal.2009)
a praseci (Esteban et al. 2009; Ezashi et al. 2009; Wu et al. 2009). IPSCs se vesmés
podobaji svymi vlastnostmi a naroky na kultivaci svym vzordm v podobé ESCs. U prasecich
iPSCs (piPSCs) sitim nem(Zeme byt jisti, protoZze ESCs linie prasat se zatim izolovat

nepodafrilo, zatim se ale zdaji byt nejpodobnéjsi hiPSCs a hESCs.

Tabulka 1: ukazuje vlastnosti piPSCs v porovndni s vlastnostmi typickych bunék ve stavu naivni a prfipravené

pluripotence

naivni pluripotence pripravena pluripotence piPSCs
zdrojova tkan rany epiblast (ICM) vajecny cylindr/embryondlni disk | rany epiblast (ICM)
typ kmenovych bunék | hlodavci ESCs primati ESCs ?
morfologie 3D kompaktni zplostéla zplostéla
klonogenicita vysoka nizka nizka
odpovéd na FGF diferenciace sebeobnova sebeobnova
odpovéd na LIF sebeobnova zadnd nemnoZi se, apoptoza
stav XX chromosomi oba aktivované 1 umlceny ?
(odpovéd na 2i) sebeobnova diferenciace/smrt ¥
tvorba chimér ano ne (netestovano u primatd) ano
tvorba teratom( ano ano ano

*pri testovdni vlivu 2i/LIF reagovaly piPSCs shodné s hiPSCs zménou morfologie a rychlosti mnoZeni smérem k
mESCs. Modifikovdno na zdkladé (Nichols & A. Smith 2009b).

Prvni iPSCs byly tradi¢né vytvofeny na mysSim modelu (Takahashi & Yamanaka 2006)
pomoci 4 reprogramacnich faktortli — SOX2, KLF4, OCT4 a c-MYC (zkracené SKOM), které byly
vybrany jako nezbytné a zdroven postacujici k navozeni pluripotence.

Hlavnimi a nezbytnymi pro reprogramaci jsou transkrip¢ni faktory OCT4 a SOX2, které jsou
zaroven markery pluripotence a soucastmi centralniho regulaéniho okruhu spolu s NANOG

(Boyer et al. 2005). Byly jiZ vytvoreny iPS buriky z nervovych kmenovych bunék (NSCs), které
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pfirozené exprimuji vysoké hladiny SOX2, pouze s pouzitim OCT4. Tyto bunky exprimuji
v nizsich hladinach i KLF4, c-MYC a dalsi pluripotentni markery, jejichz hladiny OCT4 dokaze
ovlivnit. Pfesto takto pfipravené iPSCs vznikly pouze s nizkou efektivitou (Kim et al. 2009).
Efektivitu procesu reprogramace zvysuji pravé dalsi pouzivané faktory, které vsak nejsou
pro samotny vznik kolonii iPSCs nezbytné.

Jednim z nich je NANOG. Yu (Yu et al. 2007), ktery poufZil k reprogramaci lidskych
bunék odlisSnou kombinaci genl nez Yamanaka, zahrnujici NANOG, shledal, ze vyznamné
zvysuje efektivitu procesu, ale neni nezbytny pro objeveni se kolonii pluripotentnich bunék.
Tento efekt muaZe byt dan jeho schopnosti zvySovat efektivitu mnozeni hESCs
(Darr et al. 2006) a tim rozsifeni reprogramovanych bunék na ukor nereprogramovanych.

C-MYC zvysuje efektivitu procesu reprogramace miPSCs a jeho role v udrzovani
pluripotence a sebeobnovy je v regulaci bunécného cyklu a celkovém zvysSeni metabolické
aktivity. C-MYC hraje také roli v remodelaci chromatinu a udrZovani jeho oteviené struktury
(Varlakhanova et al. 2010). Jeho zvySena exprese u mESCs jim davd nezdvislost na LIF
(Cartwright 2005). ZvySena hladina c-MYC ale zdaroven pfispiva ktvorbé nadorl
(Adhikary & Eilers 2005), proto je bezpecnéjsi se bez néj obejit pfi tvorbé hiPSCs
(Yuetal. 2007), prestoze je mozné je vytvofit s jeho pomoci (Takahashi et al. 2007c).

KLF4 a c-MYC kompenzuji nékteré své UcCinky v ESCs a jejich nepfimé vzdjemné
ovliviovani se zfejmé podili na udrieni rovnovahy zachovavajici jejich sebeobnovu
(Takahashi & Yamanaka 2006). DalSi gen pouZity pro reprogramaci hiPSCs , Lin28, opét
pouze zvySuje efektivitu procesu, navic v mensi mife nez NANOG. 2 ze 4 analyzovanych linii

hiPSCs ho vlbec neintegrovaly (Yu et al. 2007).

Tabulka 2: nazvy reprogramacnich faktor( a jejich funkce

gen plny nazev funkce

OCT4 oktamer-vazajici franskripc¢ni faktor 4, obs. vaze DNA, nezbytny pro pluripotenci
Homeodoménu

SOX2 HMG-box obs. Transkrip¢ni faktor z rodiny vaze DNA, nezbytny pro pluripotenci
proteinl pfibuznych se SRY

NANOG transkripcni faktor obsahujici homeodoménu vaze DNA, indukovany dalSimi faktory,

zvysSuje prezivani bunék

c-MYC bunécény homolog genu izolovaného z viru vaze DNA, zvysuje efektivitu

pta¢i myelocytomatosy reprogramace
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gen Plny nazev funkce
KLF4 transkripéni faktor homologicky Kruppel interaguje s c-MYC a zvySuje efektivitu
proteinu drosophily reprogramace
LIN28 LIN-28 homolog vaze mRNA, zvysuje efektivitu
reprogramace

Modifikovdno na zdkladé (McDevitt & Palecek 2008).

5.3. Metody tvorby iPSCs
Geny pro reprogramacni transkripcni faktory jsou do bunék vnaseny nejcastéji jako soucast

integrativnich retrovirovych nebo lentivirovych vektor(, které zajisti jejich prepis zaclenénim
do genomu bunky. Vektory se do genomu vkladaji ndahodné a v rdzném poctu kopii. Misto
a pocet jejich vloZeni ovlivni hladiny vnesenych gen(i a kvalitu reprogramace. Selekce
spravné reprogramovanych bunék probiha nékolika zplsoby. DllezZitd je selekce zaloZzena
na aktivaci genu specificky prepisovanych v pluripotentnich burikdch. Takahashi a Yamanaka
pouzili k selekci reprogramovanych bunék promotor genu Fbx15, za ktery vloZili gen
pro rezistenci k antibiotiku. Tato selekce nevedla k plné reprogramovanym bunkam
schopnym  pfispivat k zdrode€nym liniim chimér (Takahashi & Yamanaka 2006).
Spolehlivéjsim se ukazalo byt pouziti promotorld gen NANOG nebo OCT4 v pozdéjsich
studiich (Okita et al. 2007; Maherali et al. 2007). Dale se kolonie iPSCs vybiraji na zakladé
morfologie a diky tomu, Ze ve vhodném ESCs médiu reprogramované bunky prerostou bunky
puvodni tkané (Yu et al. 2007; Takahashi & Yamanaka 2006).

Vyhodou vnaseni integrativnich vektorll je relativné vysoka ucinnost reprogramace
v porovnani s neintegrativnimi (Okita et al. 2010b; Okita et al. 2008), jejim problémem je
naopak casté neumléeni vnesenych gend (Hotta & Ellis 2008). Po navozeni stavu
pluripotence a spusténi endogennich gend zodpovédnych za jeji udrzeni by vnesené geny
mély byt umléeny bunéénou antivirovou obranou prostfednictvim metylace jejich
promotorl. U nékterych hiPSCs nedochazi k dplnému umléeni transgenli a exogenni geny
se stale prepisuji. Takové buriky nejsou plné reprogramovany do stavu pluripotence
a cizoroda exprese muze byt pri¢inou omezené schopnosti diferenciace a mozné nestability
diferencovaného stavu, kterd v pripadé vneseni takovych bunék do pacienta muze zpUsobit
spusténi rakovinného bujeni. Schopnost umléet transgeny mlzZe byt ovlivnéna mimo jiné
mistem jejich vloZeni do genomu (Yu et al. 2007). Vétsi efektivity v poltu spravné

reprogramovanych bunék schopnych cilené diferenciace se da docilit zlepSenym designem
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reprogramacnich vektor( a chemickymi latkami ovliviiujicimi epigeneticky stav chromatinu
(Hotta & Ellis 2008).

Nejméné jedna prace ale ukdzala, Ze neuplnd metylace neumléenych promotort
nezabranuje vzniku funkénich spontanné bijicich kardiomyocytl a ani diferenciaci bunék
v rdmci teratomu u prasecich iPSCs (Montserrat et al. 2011). Naopak Yu pozoroval u 2 linii
hiPSCs neschopnost diferenciace do neuralnich linii v ramci teratomu, kterd korelovala
s expresi cizorodych OCT4 a NANOG. Mohlo jit o disledek specifického mista vélenéni
vektoru, které umoznilo stalou vysokou expresi (Yu et al. 2007).

Dulezitost umléeni promotor( pro diferenciaci a bezpecnost bunék je treba jesté ovérit
a zaroven se snazit optimalizovat metody, které nezahrnuji integraci cizorodé DNA
do reprogramované bunky. Zac¢lenéni cizorodé DNA do genomu je problematické z hlediska
klinickych aplikaci, mUze zpUsobit preruseni genu (nadorového supresoru nebo jiného
Zivotné dUlezitého), alternativné se mize v jiz diferencovanych burikdch aktivovat c-MYC,
ktery je zndmym onkogenem (Adhikary & Eilers 2005). Proto se intenzivné zkousi nové
metody, které integraci cizorodé DNA nezahrnuji nebo u kterych je po Uspésné reprogramaci
opét vystrihnuta. MozZnosti je vnaseni po reprogramaci vystfihnutelnych vektor s LoxP misty
a genem pro rekombinazu (Chang et al. 2009), vnaseni episomalnich (neintegrativnich
vektorl — napfiklad plazmidd) (Yu et al. 2009), specifickych mRNA, které mélo dokonce vyssi
ucinnost nez vndaseni virovych vektord (Warren et al. 2010), nebo pfimo proteinu
(Kim, D. et al. 2009). Optimalizace téchto metod je cestou k uspé&Snému vyuZiti iPSCs
v klinické praxi. Metoda vnaseni integrativnich vektord je do budoucna vhodna pouze jako
nastroj ke zkoumdni procesu tvorby iPSCs, jejich vlastnosti a optimalizace model( lidskych

nemoci, ale pro samotné klinické aplikace je z bezpecnostnich divod( nepouzitelna.

5.4. Epigenetika iPSCs
Dulezitym faktorem pro uUspésnou reprogramaci bunék je jejich epigeneticky stav, ktery

reguluje transkripci gen (Djuric & Ellis 2010). Velka c¢ast bunék se zastavi v ¢astecné
reprogramovaném stavu kvali neschopnosti dokoncit preménu na epigenetické urovni.
Tento pre-iPS stav je charakteristicky nekompletnim umlc¢enim nékterych liniové specifickych
gend a hypermetylaci promotorll spojenych s pluripotenci. Dovedeni bunék do plné

pluripotentiho stavu je podporeno pridanim inhibitor( metyltransferaz
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a RNA zprostfedkovanou inhibici neumléenych genu na drovni MRNA
(Mikkelsen et al. 2008) nebo 2i/LIF inhibi¢nimi podminkami (Silva et al. 2008). Na rozdil
od cilenych inhibitor( jsou inhibitory metyltransferaz relativné nespecifickym prostredkem,
ktery muUZe mit nezadouci ucinky na bunky v riznych fazich reprogramace, proto je tfeba
jejich pouziti spravné uvazit.

Existuje nékolik epigenetickych znakl, které ukazuji na plné reprogramované buriky.
Je jimi jiz zminénd metylace transgennich promotor(, reaktivace X chromosomu u samicich
linii bunék (u MESCs), snizenda metylace heterochromatinu s vyjimkou imprintovanych genu
a transkripéni stav tzv. bivalentnich domén (Djuric & Ellis 2010), oblasti promotor(
s epigenetickymi znackami jak aktivac¢nimi, tak inhibi¢nimi, které se vyskytuji u ESCs ve stavu
pripraveném k prepisu gen(, ale jesté neaktivnim. Analyza transkripcniho stavu bivalentnich
domén iPSCs mulzZe byt indikatorem kvality jejich reprogramace. Tato metoda je zvlast
dllezita pro ovéreni kvality hiPSCs, které nemohou byt testovany na zdkladé tvorby chimér
s prispévkem k zarodecné linii. Boué ukazal, Ze linie iPSCs, u kterych nebyly prepisovany geny
z promotor( s bivalentnimi doménami byly na zakladé dalSich kritérii nejlépe

reprogramovany (Boué et al. 2010).

5.5. Zdroje tkani pro tvorbu iPSCs

Pro optimalizaci metody tvorby iPSCs je také dullezity vybér spravné tkané jako zdroje
somatickych bunék. Je zndmo, Ze rGzné typy diferencovanych bunék se reprogramuji
s rozdilnou efektivitou. Napfiklad NSC nebo tukové bunky jsou v tomto sméru vhodnéjsi nez
fibroblasty (Tat et al. 2010). U¢&nné lze reprogramovat i purifikované mesenchymalni
kmenové burky (Niibe et al. 2011) a keratinocyty (Aasen & Belmonte 2010;
Novak et al. 2010). Reprogramace keratinocytl je efektivnéjSi a rychlejSi nez pouziti
fibroblastl, navic jejich ziskani je minimdlné invazivni, jsou tedy vhodné pro klinické aplikace
na rozdil od NSC, které jsou také dobfe pristupné reprogramaci, ale jejich odbér vyzaduje
velky zdsah do organismu. Obecné jsou pro reprogramaci vhodné méné diferencované
bunky s velkym proliferaénim potencidlem. Novak et al. vytvorili lidské iPSCs z keratinocyt
pomoci odstranitelného vektoru sloxP misty a po jejich vystfizeni byly iPSCs schopné
diferencovat do pIné funkénich kardiomyocytt. Takové bunky bez integrované cizorodé DNA

jiz mohou slouzit pro modelovani nemoci srdce a v budoucnu pro autologni transplantace.
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5.6. Kultivace iPSCs
Pro klinické pouZiti iPSCs jsou dulezité rovnéz definované kultivacni podminky bez pouziti

zvitecich produktl, které by mohly byt preneseny do bunék pacientli a zpUsobit alergické
reakce nebo prenos patogend. Pro prvni odvozovani hiPSCs byly pouzity MEFs nebo médium
pfipravené za pritomnosti mysich embryondlnich fibroblasti (MEF-upravené médium)
s pfidavkem fetalniho bovinniho séra (FBS) (K. Takahashi, Tanabe, et al. 2007c). HiPSCs
potiebuji stejné jako hESCs a na rozdil od mESCs pro svou existenci podplrné burnky nebo
komponenty ECM, zfejmé kv(li své zavislosti na integrinové signalizaci.

Reenim bez poutZiti cizorodych slozek jsou autologni pomocné fibroblasty vznikajici
diferenciaci pfimo z hiPSCs, lidské podplirné bunky z jinych tkani nebo nebunécna matrix
(matrigel, laminin, fibronectin, kolagen IV) (Stewart et al. 2008). Podafilo se nalézt
i konkrétni faktory udrzujici hiPSCs v pluripotentnim stavu a nedefinované médium tak
mohlo byt nahrazeno definovanou kombinaci podplrnych faktorli rekombinantniho,
syntetického nebo lidského pavodu. Rutinné se dnes pouzivd kombinace faktor( oznacovana
jako KO-SR (knockout - nahrazka séra) spridanim bFGF (Stewartetal.2008;
Akopian et al. 2010).

Vsechny poZadavky pro klinicky pouzitelné iPSCs se podafilo splnit skupiné Yu et al.
(Yuet al. 2011), kterd vytvofila iPSCs pomoci episomalnich vektord a kultivovala je
v definovaném médiu a bez podplrnych bunék. Tento postup a jeho zefektivnéni umoznilo
pouziti chemickych inhibitorli GSK3beta, MEK, ROCK a TGFbeta/Activin/nodal receptoru
spolu s kultivaci v LIF, které posouvaji hiPSCs smérem k naivnimu stavu pluripotence, jehoz

vyhodnost pro kultivaci iPSCs byla diskutovana jiz dfive.

5.7. Aplikace iPSCs a jejich bezpecnost
Paralelné se zlepSovanim metody reprogramace, jeji ucinnosti a kultivacnich podminek

samotnych iPS bunék se vyviji i medicinské aplikace iPS technologie, jejichZz bezpeénost jak
v kratkodobém, tak v dlouhodobém horizontu je pred klinickym vyuzZitim potreba ovéfrit
na zvifecich modelech (Sun et al. 2010).

Mys, pro svou velikost a nendro€nost chovu a také diky tomu, Ze je u ni Uspésné
vyuzivano homologni rekombinace a vytvareni geneticky definovanych kmend, napfriklad
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imunosuprimovanych, byla dosud nejvyuZivanéjsSim modelem v oblasti iPSCs a jejich aplikaci
(Tsuji et al. 2010e; Xu et al. 2009; Hanna et al. 2007). Stale je nejlepSim modelem
z hlediska zkoumdni procesu reprogramace na bunécné Urovni, podstaty pluripotence
a sebeobnovy. Pro ovéreni dlouhodobé bezpecnosti iPSCs pro autologni transplantace uz je
vhodnd méné diky své odlisné fyziologii, velikosti a kratké délce Zivota v porovnani
s clovékem.

Vhodnym modelem z tohoto pohledu se naopak ukazuje byt prase, pfipadné miniprase.
Jeho fyziologie i velikost organ(i jsou srovnatelné s lidskymi, jeho délka Zivota 18-26 let
(u miniprasete kolem patnacti let) je také pro tento ucel dostacujici. Vyhodou miniprasete je
jeho snadnéjsi a Uspornéjsi chov. Nase dlouholeté zkuSenosti s chovem prasat a fakt, Ze je
pro ¢lovéka zdrojem potravy a odpadd tedy eticky problém, (ktery se vyskytuje u dalSiho
vhodného kandidata — primatd (rod: Macaca), jejichz chov by byl zaroven obtiznéjsi) délaji

z prasete idedlniho kandidata pro tento Ucel (Montserrat et al. 2011; Vodicka et al. 2005).

6. Praseci (indukované) pluripotentni kmenové bunky

Neddvné odvozeni prasecich iPSCs (Ezashi et al. 2009; Esteban et al. 2009; Wu et al. 2009;
Telugu et al. 2010a; Montserrat et al. 2011) bylo dllezitym krokem vpfed k aplikaci iPSCs
pro medicinské ucely. PiPSCs jsou o to cennéjsi, Zze se dosud nepodafilo izolovat
a dlouhodobé kultivovat praseci ESCs. Vtomto ohledu bylo uéinéno nékolik nedspésnych
pokusl, které nikdy nevedly k ESCs spliujicim vSechna kritéria pluripotentnich bunék
(Vassiliev et al. 2010; Talbot & Blomberg 2008; Vackovaetal 2007;
Gjgrret & Maddox-Hyttel 2005). Davody tohoto neuspéchu mohou byt rdzné.
Od nespravné zvoleného embryonalniho stadia pro odvozeni ESCs, nevyhovujicich podminek
kultivace a pasazovani, po kontaminaci rychleji rostoucimi bunkami trofoektodermu
blastocysty, ze které byly tyto buriky odvozeny (Hall, V. 2008). Dlvodem mohou byt
i odlisnosti raného embryondlniho vyvoje prasete (Oestrup et al. 2009). Proto po vytvoreni
mySich (K. Takahashi & Yamanaka 2006) a nasledné lidskych iPSCs (Yu et al. 2007)
se i vyzkum prasecich pluripotentnich kmenovych bunék vydal touto cestou.

Mimoto, Ze mohou byt piPSCs pouZity pro testovani klinickych aplikaci, mohou byt

uzitecné i pro budouci Uspésné odvozeni a kultivaci vlastnich (p)ESCs, které slouZi u ostatnich
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druhl jako standard pluripotentnich kmenovych bunék. Cestou ktomuto cili je pravé
charakterizace piPSCs, detailni znalost podstaty jejich pluripotence, nalezeni druhové
specifickych faktor(, které jsou nezbytné pro jeji udrieni a naslednd optimalizace
kultivac¢nich podminek piPSCs (Telugu et al. 2010Db).

Wu et al.,, Ezashi et al. a Esteban et al. vytvofili piPSCs standardni metodou
(Takahashi & Yamanaka 2006), ktera dala vznik piPSCs ve stavu pfipravené pluripotence -
FGF2 zavislych, nebo alespon jim nejblize. Pozdéji se jedna z nich (Telugu etal. 2010a)
pokusila vytvofit i naivni piPSCs, které ptipravila vnesenim sedmi faktor(i (SKOM, Lin28,
NANOG a T-antigen) do PFF (totoZzné pouZity i pro vytvoreni pfipravenych piPSCs
(Ezashi et al. 2009)) a jejich kultivaci v LIF-médiu obsahujicim specifické inhibitory MEK
a GSK3beta - inhibitory drah spoustéjicich diferenciaci u hESCs, a tedy pravdépodobné
i u piPSCs. Montserrat et al. vytvofili piPSCs pomoci vneseni jediného polycistronniho
plazmidového vektoru integrujiciho se do genomu a exprimujiciho SKOM a reportérovy GFP.
Tyto piPSCs byly svymi vlastnostmi podobné hESCs, a tedy ve stavu pfipravené pluripotence.

Nyni budu porovnavat v prvé fadé piPSCs ve stavu pfipravené pluripotence, vlastnosti
naivnich piPSCs budou uvadény zvlast nebo v porovnani s liniemi pfipravenych piPSCs.
Vsechny skupiny vytvofily alespoil 1 linii piPSCs s normalnim karyotypem schopnou
diferenciace ve formé EB i tvorby teratomU diferencujicich do tkani vsech tti zarodecnych
vrstev. Esteban et al. se dokonce podafilo vytvofit chimérickd embrya, ktera dala vznik
narozenym miniprasatim. Rozsah pfispéni piPSCs kjednotlivym tkanim ale nebyl
komentovan. LiSily se tkdné pouzité pro vytvoreni piPSCs, kultivacni podminky a nékteré
testované markery. Mezi skupinami nebyla Uplna shoda v expresi testovanych markerd

piPSCs.
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Tabulka 3: porovnadni vlastnosti pluripotetnich bunék mysi, clovéka a prasete

linie bunék kultivacni morfologie | citlivost na TRA-1-60 TRA-1-81
podminky disociaci

mysi ESC LIF, BMP4 kulaté 3D ne ne ne

lidské ESC FGF2, Activin zplostélé ano ano ano

mysi EpiSC FGF2, Activin zplostélé ano ? ?

mysi iPS burky LIF, BMP4 kulaté 3D ne ne ne

lidské iPS bunky | FGF2, KOSR zplostélé ano ano ano

praseci iPS bunky | FGF2, KOSR zplostélé ano ano ano

linie bunék SSEA-1 SSEA-3 SSEA-4 tvorba teratomG | tvorba chimér

mysi ESC ano ne ne vSechny zdr. ano, SiG linie
Vrstvy

lidské ESC ne ano ano vSechny zar. netestovano
Vrstvy

mysi EpiSC ? ? ? vSechny zar. ano, pouze S
Vrstvy

mysi iPS bunky ano ne ne vSechny zar. ano, Si G linie
Vrstvy

lidské iPS bunky | ne ano ano vSechny zar. netestovano
Vrstvy

prasedi iPS buriky | ano/ne ano/ne ano/ne vSechny zér. ano, pouze S
Vrstvy

Modlifikovdno na zdkladé (Chou et al. 2008), tabulka popisuje viastnosti linii bunék typickych pro dany druh.

Vysvétlivky: S (somaticky), G (germindini, zarodecny).

6.1. Vychozi tkané pro tvorbu piPSCs

Esteban et al. odvodili piPSCs z embryonalnich fibroblastl miniprasete, Wu et al. pouzili jako

vychozi tkan primarni usni fibroblasty (PEFs) a buriky kostni dfené (BMCs) plemene Danish

landrace. BMCs i PEFs jsou bunkami vhodnymi pro autologni transplantace, jejich odbér je

relativné neinvazivni. Skupina Ezashi et al. pouZila k pfipravé piPSCs fetalni fibroblasty

domaciho prasete (PFFs), které jsou ptistupnéjsi reprogramaci, ale vyzaduji obétovani celého

embrya, tudiz nepouzitelné pro autologni transplantace. A koneé¢né Montserrat et al.

(Montserrat et al. 2011) pouzili PEFs stejné jako Wu et al. Zatim bylo spektrum bunék

pouzitych k vytvoreni piPSCs relativné omezené, do budoucna bude potfeba Sirsi analyza

pristupnosti prasecich tkani k reprogramaci, viz predchozi pojednani o vychozich tkanich

pro reprogramaci.
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6.2. Vektory pouzité pro reprogramaci piPSCs
3 skupiny pouZily pro vytvoreni piPS bunék metodu reprogramace pomoci integrativnich

virovych vektord. Lentivirovych (Ezashi et al. 2009; Wu et al. 2009) nebo retrovirovych
(Esteban et al. 2009). Wu et al. pouiili lentivirové vektory sgeny fizenymi chemicky
indukovatelnym promotorem, které umoznuji kontrolovat prepis genl a vypnout ho
v momenté diferenciace bunék. Tato skupina testovala také transdukci retrovirovymi
Casticemi, ale bez Uspéchu. Dosli k zavéru, Ze transdukované PEF neexprimuji retrovirovy
receptor a dale pouzivali lentivirové vektory. Nejnovéjsi prace (Montserratetal. 2011)
popsala metodu transfekce jedinym plazmidovym polycistronnim vektorem obsahujicim
sekvence SKOM a reportéru GFP. Tento vektor se do genomu bunék také integroval, jeho
vyhodou je mensi pocet integraci a vétsi rychlost reprogramace v porovnani s retrovirovou
transfekci.

Integrativni vektory jsou dobrou volbou pro prvni pokusy o vytvoreni piPSCs. Idealni
pro situaci, kdy jeSté zcela nezndme naroky a podstatu pluripotence piPSCs jsou chemicky
indukovatelné vektory, které umoznuji testovat rtzné kultivaéni podminky. Pro preklinické
modely nemoci pak ale bude potfeba pfejit na jinou formu vneseni reprogramacnich faktora,
ktera nebude zanechdvat cizorodou DNA v piPSCs. V nékterych pfipadech iPSCs neumlcené
vnesené geny ovlivnily schopnost diferenciace bunék (Yu et al. 2007), vjinych nikoli
(Montserrat et al. 2011). Montserrat et al. ukdzali jako prvni cilenou diferenciaci piPSCs
a vytvofili funkéni bijici kardiomyocyty pres stdlou expresi vnesenych transgenu. Pro ovéreni
stability tohoto diferencovaného fenotypu by bylo potieba dalsi analyzy. Stdle neni jisté,
jak velky maiji aktivni transgeny na diferenciaci bunék a stabilitu diferencovanych produktd
vliv. Pro klinickou praxi je ale tfeba toto riziko eliminovat uplné.

Pokus o reprogramaci prasecich bunék episomalnimi plazmidovymi vektory uginili
Telugu et al., kteti se pokusili vytvofit naivni piPSCs. Jejich plazmidy mély déleni synchronni
s bunéénym a byly v buikdch udrZovany na zdkladé negativni selekce antibiotikem. Autofi
studie predpokladali, Ze po zastaveni tohoto selekéniho tlaku se plazmidy z bunék
po nékolika pasazich vyredi. Plazmidy ale zUstaly v piPSCs bez ohledu na selekci nebo
se dokonce integrovaly do genomu. To znamena3, Ze buriky tyto plazmidy stdle potfebovaly

a nedoslo u nich k plné reprogramaci. V zavéru autofi potvrdili, Ze nejlepsim fesenim je
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v soucasnosti vyuZiti integrativnich vektort s chemicky indukovatelnou expresi gen(, ktera

umoznuje fizeni systému.

6.3. Reprogramacni faktory pro tvorbu piPSCs
Vsechny skupiny pouzily pro reprogramaci takzvanou kanonickou kombinaci faktor(

zkracené oznacovanou jako OSKM — OCT4, SOX2, KLF4 a c-MYC. Wu et al. testovali
i kombinaci OSNL — OCT4, SOX2, NANOG a Lin28 a kombinaci vSech 6ti reprogramuijicich
faktord OSKMNL. Vytvoreni prasecich iPSCs se podafilo pomoci kombinace OSKM
a kombinace 6ti reprogramacnich faktor. Druha zminénd varianta vedla k vytvoreni lépe
rostoucich bunék svétSim poctem nediferencovanych kolonii. Efektivita indukce
pluripotentniho stavu byla pfiblizné stejnd (Wu et al. 2009).

VlozZené geny byly lidského nebo mysiho plivodu. Vyhodou jejich pouZiti je, Ze je mozné
diky jejich rozdilnym sekvencim odlisit endogenni expresi od exogenni a tak ovéfit miru
umléeni vnesenych gent pomoci qPCR. Divodem jejich pouziti je ale zfejmé nedostatecna
znalost praseciho genomu, ktery by bylo potfeba do budoucna detailné anotovat. Tento
nedostatek se projevuje i pri ovérovani celkového expresniho stavu bunék na microarray,
kdy i nékteré geny zasadni pro pluripotenci (NANOG, SOX2) nejsou na prasecim cipu
representovany nebo anotovany a jejich exprese nemlZe byt zhodnocena
(Ezashi et al. 2009). Nicméné mysi a lidské geny jsou plné dostacujici k reprogramaci
prasecich bunék. Nebyl pozorovan rozdil mezi reprogramaci lidskymi a mysimi faktory

(Esteban et al. 2009).

6.4. Testované znaky piPSCs
Vytvorené kolonie piPSCs vykazuji morfologii specifickou pro kolonie ESCs tzn. kompaktni

morfologii kolonii s burikami majicimi vysoky pomér jadra k cytoplazmé a ndpadné jadérko.
Typické markery pluripotence jako aktivita AP, TERT a exprese OCT4, NANOG, SOX2 a dalsi
se vyskytovaly u charakterizovanych linii ve vSech pracech mimo Montserrat et al., ktefi
neuvadi expresi TERT, OCT4 a SOX2. Za nesrovnalosti v Urovnich exprese mezi liniemi piPSCs
byly zodpovédné neumléené transgeny, jejichz Uroven exprese byla ovéfena pomoci druhové

specifickych primer(. Exprese nékterych typickych genl pro mESCs a hESCs nemohla byt

23



ovérena kvuli nedostatecné anotaci praseciho genomu, celkové se ale piPSCs bliZily expresi
iPSCs i ESCs jinych druh.

PiPSCs jsou charakteristické i pritomnosti fady znakd, jejichz slozeni se nejvice blizi
hESCs. V pfitomnosti téchto znakl u piPSCs se autofi neshoduji. Nejvice rozporuplnd je
exprese SSEA-1, -3 a -4. Oproti predpokladu Ze buriky piPSCs budou exprimovat shodné
s hESCs SSEA-3 a -4 vytvofili Ezashi et al. piPSCs SSEA 3 a 4 negativni a naopak SSEA-1, ktery
je typickym znakem mESCs, pozitivni. Navic jejich piPSCs neexprimovaly ani TRA-1-60
a TRA-1-81. To vSe se shoduje sexpresi bunék ICM praseci blastocysty sedmidenniho
zarodku a zaroven sexpresi praseCich zarodeénych bunék. Podafilo se jim tedy
pravdépodobné vytvofit buriky blizsi naivnim piPSCs. Rychlost zdvojovani a morfologie
kolonii byla naopak u téchto bunék shodna s hESCs. Buriky byly kultivovany v médiu s FGF2,
typickém pro hESCs. Bohuzel Ezashi et al. netestovali podminky kultivace mESCs aby ovéfrili,
zda budou piPSCs rlst i vnich. Navic se jim podafilo vytvofit jen jednu linii piPSCs
s normalnim karyotypem, kterou detailné testovali. Bude tedy potfeba ovéfit expresi téchto
markerU pluripotence u dalSich linii bunék. Rozdil mlze byt dan i odliSnym plemenem
prasete. RUzna plemena prasat se mohou podobné jako mysi kmeny liSit svymi predpoklady
k tvorbé piPSCs naivnich nebo pfipravenych.

Prace Montserrat et al. se od praci zroku 2009 nejvice lisi. Uvedli jen nékolik
testovanych znakd pluripotence testovanych pomoci imunofluorescence. Jejich piPSCs byly
pozitivni pro (mimo vysSe uvedeného NANOG a aktivity AP) SSEA-4 a TRA-1-60. Autofi ale
nezminili testovani genové exprese pomoci RT-PCR jako ostatni skupiny ani ovéreni globalni
urovné genové exprese na microarrays. Tim plné neovéfili, zda jsou jejich bunky opravdu
plné reprogramovanymi piPSCs, prestoze jejich morfologie byla blizkd hESCs.
Monserrat et al. také neuvedli, zda byly vytvofené bunky dlouhodobé kultivovany

bez znamek starnuti. Neni tedy jisté, zda se jim opravdu podafilo vytvofit piPSCs.

6.5. Kultivace piPSCs
K tomu, aby si iPS bunééné linie svou pluripotenci zachovaly po dlouhou dobu, je potfeba

specifickych kultivacnich podminek. Nespravné kultivacni podminky jsou jednim z moznych
dlvodu, proC se nedafi izolovat a udrzet linie prasecich ESCs. Pravé proto je tak dilezita

identifikace rGstovych faktorl a malych molekul, které pomahaji udrzet pluripotentni

24



charakter bunék a naslednd optimalizace kultivacnich podminek piPSCs, kterd by mohla
pomoci i k budoucimu Uspésnému vytvoreni a udrzeni prasecich ESCs linii. Tento problém
neni stale plné doresen.

Esteban et al. testovali 3 typy kultivaénich podminek. MESC-specifické s pfidavkem LIF,
hESCs specifické s pfidavkem FGF2 a smés obou v poméru 1:1. Kolonie piPSCs se objevily
zpocatku ve vsech kultivacnich podminkach, v mysich a kombinovanych ale po nékolika
tydnech prevladly bunky s nepravidelnymi okraji liSici se od ESCs. Monserrat et al. kultivovali
piPSCs ve smési mESCs a hESCs média v poméru 1:1, ale protoZe neuvedli, zda se jim
podafilo dlouhodobé udrzet fenotyp piPSCs, je pravdépodobnéjsi, ze tyto podminky
pro piPSCs dlouhodobé vhodné nejsou.

Pro piPSCs jsou v soucasné fazi vyvoje kultivacnich podminek dllezité vyzivovaci buriky.
Wu et al., Esteban et al. a Ezashi et al. pouzili shodné MEFs, s proliferaci zastavenou
ozafenim nebo oSetfené mitomycinem c, aby piPSCs nepferistaly. Bez nich piPSCs
spontanné diferencuji. Je to zfejmé dano typem interakci, mezi kterymi pravdépodobné
prevlddaji integrinem zprostfedkované interakce s ECM a MEFs oproti mezibunéénym,
podobné jako u hESCs. Tento predpoklad ale zatim nebyl ovéfen porovnanim exprese
integrinU oproti E-cadherinu. Tyto poméry by se teoreticky mohly liSit u piPSCs Ezashi et al.,
které exprimovaly markery mESCs. Monserrat et al. testovali i kultivaci bunék na gelatinu,
na kterém se jim podafilo bunky reprogramovat se stejnou uUcinnosti jako na ozarenych
MEFs. Dalsi vyvoj kultivace v obou podminkach ale nerozvadéli.

Pasazovani bunék probihalo u vSech skupin mechanicky nebo za pouzZiti dispazy,
na kterou zifejmé nejsou piPSCs citlivé tak jako na trypsin. Esteban et al. oznadili trypsinizaci

bunék jako faktor spoustéjici spontanni diferenciaci piPSCs podobné jako hESCs.

6.6. Diferenciace piPSCs
Prestoze celkové byla schopnost diferenciace piPSCs srovnatelnd s hESCs, vSechny testované

linie diferencovaly in vitro v EB i in vivo v teratomech do tkani vSech tfi zarodecnych list(,
schopnost piPSCs diferencovat do konkrétnich linii za specifickych podminek byla testovana
pouze u Montserrat et al. Byly vytvoreny funk¢ni kardiomyocyty i pfes stalou transgenni
expresi, ale vzhledem k nedostateénému ovéreni vlastnosti pluripotence téchto bunék neni

jisté, zda se opravdu jednalo o diferenciaci piPSCs a ne jinych bunék, které se jim jen
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vzdalené bliZily. Modely liniové specifické diferenciace vytvofené na mysSim a lidském
modelu by mély byt u prasete a miniprasete ovéreny dalSimi autory a pfipadné pozménény.
Potfebné cytokiny se mohou mezidruhové lisit, stejné jako protilatky a dalsi chemikalie

pouzivané pfi charakterizaci pluripotentnich bunék.

6.7. Naivni piPSCs
Davodem pro vytvoreni naivnich piPSCs bylo jejich udajné snadnéjsi prispivani k tvorbé

chimér a jejich zarode¢nym liniim, jejich lepsi klonalni Sifeni a obecné manipulace s nimi.
Podobné se objevily pokusy o vytvoreni naivnich hiPSCs (Hanna et al. 2010).

Esteban et al., ktefi vytvofili pfipravené piPSCs, zkusili buriky s neumlé¢enymi transgeny
dovést do stavu plné reprogramace nejprve pridanim 5-Azad (5-Aza cytidinu - inhibitoru
metyltransferaz) do kultivacniho média. To ale nemélo vliv na morfologii piPS bunék.
Uspésnéjsi bylo pouZiti inhibitorll ERK a GSK3beta, které mélo za nasledek kompaktngjsi
morfologii a rychlejsi proliferaci piPSCs, ale nezménilo hladiny prepisu testovanych znak(
ESC. PiPSCs se tedy pomoci vnéjSich faktorl podafilo pfiblizit stavu naivni pluripotence,
ale nebylo ho dosazeno.

Uspé%né vytvofili naivni piPSCs Telugu et al. Pro jejich vznik byly pouZity mimo
vnesenych episomdlnich vektor(i se sekvencemi SKOMNL a T-antigenu specifické kultivacni
podminky 2i/LIF a pfidani inhibitor( histon deacetyldz, které mély udrZet vysokou Uroven
aktivace genové exprese. Po pokusu o reprogramaci v téchto podminkach vykazovaly buriky
expresi SOX2, NANOG a slabou expresi OCT4, vysokou aktivitu telomerdzy, kratky bunécny
cyklus a toleranci k disociaci trypsinem, avsak velka cast bunék nebyla schopna tvofit
kompaktni 3D kolonie. Tvorily spiSe rozvolnéné granuldrni kolonie, coz bylo interpretovano
jako neschopnost bunék preklenout metylaéni bariéru pro dosazeni plné pluripotence.
Nedokoncéend demetylace promotorli gend spojenych s pluripotenci zabrafuje vnesenym
transkripénim faktorlim na né nasedat a reprogramaci dokoncit. Po pridani 5-Aza cytidinu,
ktery dokazal zvysit pocet SSEA-1 pozitivnich mESCs (Mikkelsen et al. 2008), kolonie
zménily tvar na mESCs-charakteristicky a granularni kolonie zmizely. Takto reprogramované
buriky exprimovaly vyssi hladiny OCT4, SSEA-1 a -4, ale nikoli SSEA-3.

Vzniklé bunky byly zavislé na LIF. Pokud byl z média odebran, buriky béhem dvou pasazi

zaCaly diferencovat. Kromé toho vykazovaly vSechny typické znaky pluripotentnich bunék
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(aktivni AP, TERT, endogenni geny pluripotence, kratky bunécény cyklus, tolerance k disociaci
trypsinem, diferenciace v EB i v teratomech do tkani t¥i zarodecnych vrstev). Dfive zminéné
neumléeni a nevyredéni episomdlnich vektorl v reprogramovanych burikdch se shoduje
se situaci pfi tvorbé naivnich hiPSCs kde je exprese transgend dulezitda nejen
pro reprogramaci, ale i pro udrZeni pluripotentniho charakteru (Hanna et al. 2010). Tento
jev ukazuje na nestabilitu naivniho pluripotetniho stavu piPSCs a tedy jejich vétsi tendenci
k pfipravenému pluripotentnimu stavu. Navozeni naivniho pluripotentniho stavu je dalsi
dobry experimentalni prostfedek pro zkoumani podstaty pluripotence bunék riznych druhd
a kjeho navozeni a udrZeni bude do budoucna nejvhodnéjsi, stejné jako u pfipravenych
piPSCs, chemicky indukovatelny systém integrativnich vektord. | tato cesta muze byt

uzite€na pro vytvoreni piPSCs pouzitelnych pro modelovani lidskych nemoci a terapii in vivo.

Tabulka 4: Porovndni vlatnosti riiznych linii piPSCs

Esteban (2009) | Wu (2009) Ezashi Telugu Montserrat (2011)
(2009) (2010)
reprogramacni SKOM SKOM SKOM SKOMNL, T- SKOM
faktory antigen (h)
metoda episomalni plazmidovy
reprogramace vektory polycistronicky
vektor
umléeni ne ne ne ne ne
transgen(
zdrojova tkan praseci primarni usni primarni praseci fetalni
embryonalni fibroblasty, fetalni fibroblasty
fibroblasty BMC fibroblasty
povrchové znaky SSEA-1 ? ne ano ano ?
SSEA-3 ? ano ne ne ?
SSEA-4 ano ano ? ano ano
TRA-1-60 | ? ano ne ? ano
TRA-1-81 | ? ano ne ?
znaky OCT4 ? ano ano ano
pluripotence SOX2 ano ano ano ano
(vnitfni) NANOG | ano ano ano ano ano
LIN28 ano ano ano ?
CDH1 ? ano ano ?
REX1 ano ano ano ?
tvorba ? ano ano ? ano
embryoidnich
télisek
tvorba teratoml ano ano ano ano ano
tvorba chimér ? ? ? ? ?

Modlifikovdno na zdkladé (Roberts et al. 2009).
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6.8. Praseci epiblastové kmenové bunky
Nedavno byly také odvozené pEpiSCs z praseciho epiblastu (embryondiniho disku)

10,5-12 dni starych embryi v médiu s bFGF a zavislé na Activin/Nodal (Alberio et al. 2010).
Je otdzkou, jestli jsou pEpiSCs totozné s pripravenymi pESCs podobné jako tomu je u lidskych
ESCs odvozenych stejnym zplGsobem (Tesar et al. 2007f) nebo se jednd o buriky odlisné.
To by vneslo do situace kolem piPSCs dalsi nejasnosti ohledné jejich vzniku, plvodu

a podstaty pluripotence.

7. Zavér

Jak bylo jiz mnohokrat zminéno, piPSCs, jejich vytvoreni, charakterizace, kultivace a cilena
diferenciace jsou dllezité pro vyuziti (mini)prasete jako modelového organismu
pro preklinické modely lidskych nemoci |é¢itelnych pomoci iPS technologie. Ve vsSech
aspektech prace s piPSCs jsme teprve na zacatku. Nezndme stale s jistotou ani typické
pluripotentni markery piPSCs a podstatu pluripotence piPSCs. Je potfeba rozsdhlych analyz
tykajicich se pristupnosti riznych plemen a zdrojovych tkani k reprogramaci prasecich bunék,
stejné jako pouzitelnosti rlznych systéml reprogramace. Musime identifikovat molekuly
podporujici navozeni a udrzeni pluripotentniho stavu piPSCs. K tomuto Ucelu se zda idealni
chemicky indukovatelny systém integrativnich vektor(. Zaroven je pro presnéjsi analyzu jak
celkové exprese, tak exprese znakl pluripotence piPSCs potieba dokoncit anotaci praseciho
genomu. Ddle je tfeba ovérit mysi a lidské modely cilené diferenciace na prasecich burikach
a tyto modely upravit. DalSim cilem by mélo byt ovéreni schopnosti piPSCs pfispivat
k zarode¢nym liniim chimér a tedy mozZnosti tvofit timto zplsobem transgenni linie prasat.
Nadéjnym zacatkem pro vytvareni transgennich linii prasat je moZnost pouziti piPSCs
pro techniku homologni rekombinace diky jejich dlouhodobé proliferaci bez znamek starnuti,
ktera byla vétSinou skupin potvrzena. Tato transgenni prasata mohou nést ziskané fenotypy
nemoci, které na nich chceme modelovat, ale také vlastnosti vyhodné pro chov.
Po uspésném vytvoreni transgennich linii bude mozné provadét samotné preklinické pokusy
a testovat projevy nemoci, nové léky zmirfujici pribéh nemoci, a kone¢né samotnou

[é¢ebnou metodu opravy poskozeného genu v piPSCs, odvozenych z transgenniho zvifete,
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nasledovanou autologni transplantaci opravenych a cilené diferencovanych bunék, které
by mély v idealnim pripadé nemoc vylécit. Takto lé¢end zvifata bude potfeba dlouhodobé
sledovat a pozorovat zmény jejich zdravotniho stavu a zdroven ovéfit bezpeénost postupu
v kratkodobém i dlouhodobém horizontu. NejvétsSim rizikem této |écebné metody jsou
nestabilné diferencované bunky, které mohou zpétné dediferencovat a zpUsobit rakovinné
bujeni. Cilem, ktery souvisi s ostatnimi a zadrovent pomuze s jejich naplnénim je vytvoreni linii
PESCs spliujicich vSechna kritéria pluripotence. Takové burky potvrdi spravnost fenotypu

piPSCs a budou standardem pro jejich tvorbu.
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