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ABSTRAKT

Jednim z kli¢ovych objevli bunécéné biologie minulého desetileti jsou indukované pluripotentni
kmenové buriky (iPSCs, induced pluripotent stem cells). Jedna se o pluripotentni bunky, které vznikly
reprogramovanim diferencovanych somatickych bunék za wvyuziti pouhych ¢&tyf exogennich
transkripénich faktoru. iPSC, které Ize ziskat i ze somatickych bunék nesoucich genetickou mutaci,
mohou byt po nasledné diferenciaci na potfebny bunéény typ pouzity pfi testovani novych IéCiv a
objevovani dnes neznamych pficin geneticky podminénych chorob. iPSC pfipravené ze zdravych
bunék Ize pak pouzit v regenerativni mediciné. Pluvodné byly pro dopraveni reprogramujicich
transkripénich faktord do bunék vyuzity retrovirové vektory, které ale nejsou pro medicinské pouziti
téchto transkripénich faktor(i do bunék.

Ve své praci uvadim metodicky pfehled zpUusobu dopraveni transkripénich faktord do bunék, které
byly pouzity pro reprogramovani v€etné nej¢astéji pouzivanych metod testovani pluripotence.

Dale popisuji moznosti vyuziti iPSC v terapii vybranych geneticky podminénych hematologickych
onemocnéni (srpkovité anemie, B-talasemie, X-vazané chronické granulomatézni choroby) nebo pfi
modelovani jejich molekularni podstaty (pravé polycytémie).

Kli€ova slova: iPSCs, reprogramovani, hematologicka onemocnéni, buné&cna terapie

ABSTRACT

Induced pluripotent stem cells (iPSC) are one of the key discoveries in cell biology of the last
decade. These cells are pluripotent stem cells derived from differentiated somatic cells while having
used only four exogenous transcription factors. Pluripotent cells, which can be derived from somatic
cells carrying genetic mutation, have a great potential to be used in the testing of new drugs and in
discovering molecular mechanisms of genetic disorders. iPSC derived from healthy cells can be used
in regenerative medicine. Originally, retroviral vectors were used for delivering reprogramming
transcription factors to cells. However such approach is not safe for medicinal use, because of the
ability of retroviruses to integrate into the host genome. This fact initiated development of safer
delivering methods of transcription factors into the cells.

In this work | present the overview of methods which have been used for reprogramming including
the most common techniques used to test pluripotency. In addition, | will describe iPSC application
options for therapy of genetically determined hematological disorders (sickle cell anemia, [3-
thalassemia, X-linked chronic granulomatous disease) and for modelling of their molecular

mechanism (polycythemia vera).
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1.1

Uvod

Béhem raného vyvoje zarodku vznika z oplozeného vajic¢ka, zygoty, nejprve morula a nasledné
blastula, neboli blastocysta, ktera se sklada z trofoblastu a vnitini bunééné hmoty (ICM, inner cell
mass). ICM je tvofena embryonalnimi kmenovymi buitkami (ESCs, embryonic stem cells), které
jsou pluripotentni, coz znamena, Ze maji potencial dat vznik nejprve buitkam vsech tfi zarode¢nych
vrstev, ektodermu, mezodermu a endodermu, a nasledné se specializovat a diferencovat do vSech
bunéénych typi vyvijejiciho se embrya. (Yamanaka and Blau 2010)

Dlouho se védci domnivali, ze diferenciacni proces kmenovych bunék je jednosmérny a
nevratny a ze buiika béhem né&j nenavratné umlcuje ¢i dokonce ztraci genetickou informaci. (Morris
and Daley 2013)

Tato teorie byla Gspé$né vyvracena v padesatych letech dvacatého stoleti, kdy byla vyvinuta
metoda, ktera se nazyva ptenos jader télnich bun¢k (SCNT, somatic cell nuclear transfer) neboli
klonovani (clonning), (Briggs and King 1952) jez ukazala, Ze je mozné navratit transkripéni profil
diferencované buiiky do dediferencovaného stavu. Dalsi metody umoziujici dediferenciaci jsou
jaderné fze a transdukce transkripénich faktord.

Ve své bakalaiské praci nejprve struéné predstavim prvni dvé vySe zminéné metody a poté
detailn&ji popisu tieti metodu. Ta V principu umoziuje piimo dopravit do bunék geny, jejichz
proteinové produkty zpusobi navozeni pluripotentniho stavu. Porovnam v soucasnosti uZzivané
moznosti dopravy téchto genti, piipadné jejich produktd, do bunék s ohledem na miru zésahu do
genomu reprogramované buriky, vytéznost a rychlost reprogramovani. Nasledné zminim moznosti
vyuziti takto ziskanych pluripotentnich bun€k na piikladech vybranych hematologickych
onemocnéni.

Navrat terminélné diferencovanych bunék do piedchazejicich vyvojovych stadii se mize odehrat
dvéma zpusoby. Bud’ buiika ptejde skokové do pluripotentniho stavu, nebo se postupné navraci do
jednotlivych progenitorovych stadii. Prvni mozZnost se oznacuje jako reprogramovani a druha jako
dediferenciace. (Morris and Daley 2013) Pro tcel této prace vsak budu terminy dediferenciace a
reprogramovani povazovat za zaménné, pii¢emz budou pokazdé oznaCovat uvedeni bunék do
pluripotentniho stavu.

Klonovani
Metodu klonovani jako prvni publikovali R. Briggs a T. J. King v roce 1952. (Briggs and King

1952) Vyvinuli ji primarné za Gi¢elem zjistit, zda jadra diferencovanych bunék irreversibilné ztraci,
¢i si ponechavaji v pribéhu diferenciace genetickou informaci a tak i potenciél dat vzniknout celému
organismu. Metoda spo¢iva ve vlozeni jadra diferencované somatické buitky do neoplozené samici
pohlavni buiiky zbavené jadra, enukleované.

Jako modelovy organismus pouzili obojzivelnika Rana pipiens (skokan levharti). Neoplozena
vajicka enukleovali pomoci Porterovy techniky nasledné do nich vpravili jadra ziskand z bunék
pozdni blastuly vyvijejiciho se pulce. Z téchto vaji¢ek s vyménénymi jadry se vyvinuli Zivotaschopni
pulci. Pouziti jader bun€k pozdgjsich vyvojovych stadii nez je stadium pozdni blastuly jiz po ptenosu



do enukleovaného vaji¢ka k vyvoji pulct nevedlo. Nicméné nova metoda pienosu bunéénych jader
byla v principu pouzitelna pro dalsi vyzkum. (Briggs and King 1952)

O nékolik let pozdgji publikoval podobny experiment John B. Gurdon (Elsdale, Gurdon, and
Fischberg 1960), pouzil ale jiny druh obojzivelnika, Xenopus laevislaevis (drapatka vodni), ve
vajickach urenych k vlozeni jadra somatické bunky inaktivoval haploidni jadra tak, Ze je vystavil
kratkému ozafeni ultrafialovym svétlem, coz byl Setrnéjsi zpisob nez ten, ktery pouzili Briggs a
King, (Briggs and King 1952) jelikoz tim pouze inaktivoval pronukleus, ale jinak vajicko neposkodil.
(Elsdale, Gurdon, and Fischberg 1960) Do ozafenych vaji¢ek nasledné injikoval jadra pochazejici z
bunék stievniho epitelu pulce. Provedl celkem 726 jadernych ptenosi, ale ziskal pouze 10
zivotaschopnych pulct. I pfi takto malé vytéznosti definitivné prokazal, ze 1 terminéalné
diferencované buriky si udrzuji veskerou genetickou informaci a jsou schopny dat vznik celému
organismu. (Elsdale, Gurdon, and Fischberg 1960) Ptestoze tento revolu¢ni objev mohl vést
k rychlému rozvoji klonovani, doslo k dal§imu vyznamnému pokroku Vv této oblasti az o nékolik
desitek let pozdéji, a to v druhé poloviné devadesatych let dvacatého stoleti, kdy tym védcu pod
vednim lana Wilmuta publikoval ¢lanek o uspé&sném naklonovani prvniho savce, slavné ovce Dolly,
kterd se narodila jako jedind z vychozich 277 oocytt. (Wilmut et al. 1997)

Nasledné bylo naklonovano velké mnozstvi dalSich zivo¢isnych druhti véetné mysi. Byla také
naklonovéna fada hospodaiskych a ohrozenych divokych zvifat, ktera byla naklonovana ze
zmrazenych vzorkd tkani za Gcelem testovani moznosti vyuziti SCNT k zachrané druhi, kterym
hrozi vyhynuti. (Yamanaka and Blau 2010) Stejné tak byla jako zdroj jader pouzita cela fada
diferencovanych bunécnych typt napt. leukocyty, hepatocyty, myocyty, neurony a mnohé dalsi.
(Minal Patel & Shuying Yang 2011)

I pies dosavadni uspéchy ma klonovani stale nizkou u¢innost dosahujici maximalné 2 % a navic
se u klonovanych jedincti vyskytuje fada abnormalit, které se souhrnné oznacuji jako syndrom
velkého potomstva (LOS, large offspring syndrome), jenz se projevuje napiiklad obesitou,
poskozenym imunitnim systémem, vEtsi nachylnosti ke vzniku tumord, dychacimi obtiZzemi,
zvétSenymi organy, prodlouzenou dobou biezosti, problémy pii porodu a smrt klonovaného jedince
po porodu. (Blau, Chiu, and Webster 1983) (X. Yang et al. 2007)

Pro LOS je také typicka defektni placenta, jejiz dysfunkce mtize byt pfi¢inou vyse zminénych
problémii spojenych s LOS. Tuto teorii podporuje poznatek, ze komplementace tetraploidnich
embryi diploidnimi embryonalnimi kmenovymi buiikami vzniklymi klonovanim (ntESCs, nuclear
transfer embryonic stem cells), kdy tetraploidni burky tvofi pouze placentu a diploidni vlastni
embryo, ma Géinnost az 20 - 30 %, coz je v porovnani s 2% G¢innosti klasického klonovani vyrazné
vice. Pfi¢inou aberantniho vyvoje placenty je s nejvétsi pravdépodobnosti nedokonald remodelace
epigenetické paméti bun¢k tvoticich trofoektoderm klonované blastocysty. (X. Yang et al. 2007)
Dale se u klonovanych jedinci vyskytuji i n¢které defekty na molekularni trovni jako naptiklad
odlisna genova exprese, aktivita telomerazy ¢i poruchy epigenetické regulace a to i pfes snahy najit
takové podminky, ve kterych bude klonovani U¢inngjsi a abnormality budou eliminovany.
(‘Yamanaka and Blau 2010)

Pfestoze existuje potencial pro vyuziti klonovani i v lidské regenerativni mediciné, jadra lidskych
bun¢k zatim pro klonovani pouzita nebyla. Kromé etické otazky, kterd je samozfejmé na miste,
vyvstava i problém ziskavani pouzitelnych oocytd. V tivahu piichézi jejich derivace in vitro nebo
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1.3

pouziti oocytll jiného zivocisného druhu, naptiklad prasete. Dal§i moznosti je jejich ziskadvani od
darkyn, ale to by byl nejnaro¢néjsi zptisob.

Bunééna fuze

Dalsi metodou jak uméle zménit transkrip¢ni profil jadra diferencované bunky je bunééna flze
(CF, cell fusion). Ta se dnes provadi napiiklad pomoci polyethylenglykolu
(PEG, polyethyleneglycol) (J. Yang and Shen 2006) nebo ji také 1ze provést prostiednictvim virt
(Ringertz et al. 1971). Produktem bunééné fuze jsou bud’ ,,bunééni hybridi“ (cell hybrids) nebo
,heterokaryonti (heterokaryons).

Pokusy s buné¢nymi hybridy jsou provadény jiz od Sedesatych let dvacatého stoleti. Pomoci této
metody byla naptiklad objevena existence trans represord a tumor supresorovych proteind.
(YYamanaka and Blau 2010) Buné&éni hybridi maji sfizovana jadra a déli se, coz miize vést ke ztratam
chromozomii, pochazi-li fuzované bunky kazda zjiného druhu. Navodit reprogramovani
diferencované somatické buiiky Ize pomoci tvorby hybrida s embryonalni kmenovou butikou, jelikoz
ta obsahuje v cytoplasmé transkrip¢ni faktory, které maji schopnost udrzet a zachovat pluripotentni
stav. Pomoci CF byly uspé&$né reprogramovany naptiklad primordialni zarode¢né buiky (S. Tada et
al. 1997), tymocyty (M. Tada et al. 2001) a myeloidni prekursory (J. Yu and Thomson 2006).

Heterokaryonti jsou vicejaderné nedélici se butiky, jejichZ jadra spolu nesflzovala, ale ztstavaji
oddélend, podobny bunéény utvar vytvaii ptirozené naptiklad buiiky kosterniho svalu, které jsou
sfizovany do syncytia. Artificialné vytvoreni heterokaryonti obvykle obsahuji jadra ze dvou riznych
ZivoCisnych druh®i, napf. mysi a Clovéka, aby bylo mozno odlisit, ze kterého jadra pochazi
exprimovany genovy produkt. Uméle piipraveni heterokaryonti slouZi primarné k vyzkumu regulace
genové exprese pomoci transkripénich faktort. Napiiklad prace z roku 1983 ukazala, ze pii fUzi
vicejaderného mysiho myocytu s lidskou amniotickou buiikou doslo k expresi lidskych svalovych
proteind, coz vedlo k zavéru, ze faktory regulujici genovou expresi jsou pritomné i v bunécné
cytoplasmé a mohou vstupovat do jadra. (Blau, Chiu, and Webster 1983)

Transdukce transkrip€nich faktoru
Tuto historicky nejmladsi metodu jak dediferencovat somatické bunky poprvé predstavili Shinya

Yamanaka a Kazutoshi Takahashi v roce 2006, (Takahashi and Yamanaka 2006) kdy publikovali
vysledky svého experimentu, jeZ vedly k piekvapivému zjisténi, Ze k navozeni pluripotence
somatickych bunék mohou stadit pouze 4 reprogramujici faktory. Ptipravené dediferencované bunky
nazvali indukovanymi pluripotentnimi kmenovymi buiikami, iPSCs. Fakt, Ze je mozné in vitro
relativné snadno preprogramovat terminalné diferencovanou somatickou bufiku na buiiku
s vlastnostmi podobnymi bufice kmenové, otevira nové moznosti vyuziti takto ptipravenych bunék
ve vyzkumu a nésledné v regenerativni mediciné. Ve své praci se budu nejdiive vénovat dnes
pouzivanym moznostem transdukce téchto genti do somatickych bunék a poté ptikladim vyuziti

iIPSCs v terapii geneticky podminénych poruch krvetvorby.
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2.1

Priprava iPSCs

Chceme-li derivovat z diferencovanych somatickych bun€k iPSCs, je tfeba zohlednit nékolik
faktort, které maji vliv na proces dediferenciace. Patfi mezi n¢ napiiklad volba bunécného typu,
poctu a kombinace reprogramujicich faktord. (Maherali and Hochedlinger 2008) Za klicovy vSak
povazuji vybér vhodné metody dopraveni faktor do bunék, jez vyrazné ovlivni vytéznost a ¢aste¢né
kvalitu ziskanych iPSCs a tak i jejich potencial aplikovaného vyuziti. Proto se v prvni ¢asti své
bakalafské praci zaméfim na principidlni popis jednotlivych dosud publikovanych metod
reprogramovani a porovnam jejich vyhody a nevyhody vzhledem k ostatnim metodam.

Nez jednotlivé metody dopraveni reprogramujicih transkripénich faktorti do bunék popisu, tak
struéné zminim nejpouZzivanéj$i metody posuzovani pluripotence bunék, které jsou pouzivany i
k posouzeni pluripotence ptipravenych iPSCs. Tyto metody v principu bud’ posuzuji transkripéni
profil iPSCs a porovnavaji jej s transkripénim profilem ESCs nebo testuji jejich potencidl
diferencovat v butiky vSech tii zarode¢nych linii. Testovani pluripotence je nezbytné pro posouzeni
kvality ziskanych iPSCs.

Vybrané nejpouzivanéjsi metody testovani pluripotence

2.1.1 Genové fuzni systémy

Principem této metody je piiprava fazni genové kazety v cilové diferencované bunce. Fuzni
kazeta se sklddd z endogenniho genu exprimovaného Vv pluripotentnim stavu, napi. Oct4, Nanog
(Brambrink et al. 2008) ¢i Fbx15 (Takahashi and Yamanaka 2006), ktery je expresné spojen
S reportérovym genem, napi. neomycinovou rezistenci nebo zelenym fluorescenénim proteinem
(GFP, green fluorescence protein). Dojde-li k dediferenciaci buiiky aspon do takové miry, aby se
zacal tento endogenni protein exprimovat, exprimuje se s Nim i ptipojeny reportérovy protein, ktery
bunice ptinasi pozorovatelny fenotypovy projev, na zakladé kterého lze reprogramované buiiky
selektovat (viz Obrazek 1).

Oct4-locus or Oct4-locus or

Nanog-locus GFP Nanog-locus -GFP
I:| Dox
B O > D

) iPS cell
Fibroblast Infection (GFP+)
(GFP-)
Oct4
Sox2
{5LTRH{tet0 Kc:;; FLTRH
c-Myc

Obrazek 1: Schematické znazornéni funkce genového flzniho systému: Po aktivaci exprese transkripcnich faktor(
dojde kexpresi genu Oct4 nebo Nanog a snim i k expresi GFP, ktery umoZni reprogramované buriky
selektovat.(Brambrink et al. 2008)



2.1.2  Testovani na pfitomnost proteint charakteristickych pro ESCs

Nejcastéji se testuje piitomnost alkalické fosfatazy (AP, alkaline phosphatase) tak, ze se zjist'uje
jeji enzymaticka aktivita napt. (Maherali et al. 2007), (Takahashi et al. 2007), (Li et al. 2011), a
fazové specifického embryonalniho antigenu 1 (SSEAL, stage specific embryonic antigen 1) napft.
(Wernig et al. 2007), (Carey et al. 2009), (Matthias Stadtfeld et al. 2008) , jehoz piitomnost se testuje
pomoci protilatek. Na druhou stranu lze také testovat ptitomnost proteint, které se nenachazi
Vv pluripotentnich kmenovych buiikdch, ale pouze v pouzitém vychozim typu somatickych bunék.
Ptikladem mutze byt povrchova molekula Thyl, ktera se nachazi na povrchu fibroblastl a lze ji
detekovat pomoci protilatek.(Matthias Stadtfeld et al. 2008) Jeji nepfitomnost na povrchu bunky pak
indikuje dediferenciaci.

2.1.3 Molekularné biologické zmény v buiice

P#i navratu z diferenconavého do pluripotentniho stavu prochazi buika fadou zmén na urovni
remodelace chromatinu, methylace DNA a globalnich zmén genové exprese. (Mikkelsen et al. 2008)
Sledovani téchto zmén a porovnani vysledného stavu s ESCs a vychozim bunéénym typem slouzi ke
zhodnoceni miry dediferenciace iPSCs. Sleduje se naptiklad methylace CpG dinukleotidi ve
vybranych promotorovych oblastech, ktera ma vliv na aktivitu daného promotoru (Mikkelsen et al.
2008). Celkovy transkripéni profil Ize popsat pomoci microarrays (Fusaki et al. 2009) nebo
polymerazové fetézové reakce spojené s reverzni transkripci (RT-PCR, reverse trancription —
polymerase chain reaction) napt. (Takahashi and Yamanaka 2006), (Brambrink et al. 2008), (Carey
et al. 2009). Vyhodou RT-PCR je moznost odlisit transkripci endo- a exogennich genti. Pomoci
imunoprecipitace chromatinu (ChlP, chromatine immunoprecipitation) napt. (Wernig et al. 2007),
(Judson et al. 2009) Ize popsat modifikace histonti, acetylace a metylace, které maji vliv na uml¢ovani
a aktivaci genl. PFi posuzovani pluripotence sledujeme histony v oblasti gent aktivnich

v kmenovych buikach.

2.1.4 Formovani teratomt (Teratoma formation)

Cilem této metody je zjistit, zda pfipravené dediferencované buiikky mohou diferencovat v bunky
vSech tii zarode¢nych vrstev a mohou tak byt oznaCeny za pluripotentni. napt. (Takahashi and
Yamanaka 2006), (Takahashi et al. 2007), (Okita, Ichisaka, and Yamanaka 2007), V praxi se provadi
injekci pfipravenych iPSCs subkutanné do imunosuprimované mysi. Jsou-li bunky pluripotentni,
formuji teratomy, coz jsou nadory tvoiené z bunék vsech tii zarode¢nych vrstev. Buiky, ze kterych
se skladaji tyto nadory, jsou pak testovany na pfitomnost proteint charakteristickych pro danou
zarode¢nou vrstvu pomoci protilatek.

2.1.5 Mikroinjekce do blastocysty

Mikroinjekci do blastocysty lze také testovat potencial iPSCs diferencovat na riizné bunééné typy
in situ. napi.(Takahashi and Yamanaka 2006), (Wernig et al. 2007), (Okita, Ichisaka, and Yamanaka
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2.2

2007) Do vyvijejici se blastocysty jsou injikovany iPSCs a nasledné se zjistuje na starSich embryich
podil puvodnich iPSCs na tvorbé riznych tkani. Pro mikroinjekci se vyuzivaji iPSCs oznacené
napiiklad pomoci exprese GFP, aby je bylo mozné odlisit od ptivodnich bunék blastocysty.

2.1.6 Tetraploidni komplementace
Jedna se o mikroinjekci iPSCs do tetraploidni blastocysty (Woltjen et al. 2013). Tetraploidni

buniky daji vznik pouze trofoektodermu, zatimco diploidni iPSCs budou tvofit vnitini bunéénou
hmotu. Tato metoda je podrobné&ji popsana vyse v kapitole Klonovani. K aspé$nému vyvoji embrya
dojde jen v piipadé pouziti kvalitné reprogramovanych iPSCs.

Virové vektory

2.2.1 Retroviry

K dopraveni reprogramujicich faktori do bunék byly jako uplné€ prvni vyuzity retrovirové
vektory. Yamanaka a kol. je pouzili ve svém pivodnim experimentu, jehoZ cilem bylo nalézt
dostacujici kombinaci reprogramujicich faktort, ktera by reprogramovala buniky do pluripotentniho
stavu (Takahashi and Yamanaka 2006). Experiment provedli nasledovné:

Vyuzili linii mySich embryonalnich fibroblasti (MEF, mouse embryonic fibroblast), které mély
v obou lokusech genu Fbx15 (také Fbxol5) umisténou B-geo kazetu nesouci rezistenci viaci
antibiotiku G418. Gen Fbx15 je exprimovany v nediferencovanych embryonalnich kmenovych
bunkach, ale pro udrzeni pluripotence neni nezbytny. V experimentu slouzila vlozena rezistenéni
kazeta jako pozitivni selek¢ni marker téch bunék, které se podatilo reprogramovat, protoze exprese
rezistenéni kazety umoznila dediferencovanym bunikam tvofit kolonie i v médiu s velmi vysokou
koncentraci antibiotika G418.

Do takto upravenych bunék vnesli pomoci retrovirovych vektori sou¢asné 24 vybranych gend,
o kterych se domnivali, Ze jejich exprese muzZe vést k navozeni pluripotentniho stavu. Zaroven vnesli
do bunék kazdy ztéchto 24 gend jednotlive. Zjistili tak, ze exprese vSech 24 genl soucasné
diferenciaci zptisobi, zatimco ani jeden z produktl téchto gend ji nevyvola sam.

V nésledujicim kroku transdukovali butiky pouze 23 faktory tak, Ze vzdy jeden z 24 vybranych
faktort vynechali. Deset faktord, jejichz vynechani nevedlo k rezistenci viici G418 a tvorbé kolonii
— dosazeni dediferencovaného stavu, bylo vybrano do dalsi faze experimentu, jelikoz se ukazalo, ze
jejich pritomnost miize byt pro dediferenciaci klicova.

Nasledné transdukovali téchto vybranych 10 faktord spole¢né, coZ se bylo pro dediferenciaci
dostacujici. Opét z této desitky faktorG eliminovali jeden a sledovali vliv nepfitomnosti tohoto
faktoru na W¢innost reprogramovani. Takto nakonec ziskali C&tyfi faktory, bez nichz se
reprogramovani neuskuteéni a které zaroveni k reprogramovani dostacuji. Jedné se o transkripéni
faktory Oct3/4, KIf4, Sox2 a c-Myc.

iPSCs nasledné zhodnotili z hlediska exprese endogennich pluripotentnich markeri, modifikace
histond, metylace CpG sekvenci, aktivity telomerazy a pozitivity na AP a SSEA-1. Na zakladé



srovnani iPSCs a ESCs dospéli k zavéru, ze iPSCs jsou svymi vlastnostmi podobné ESCs, ale nejsou
zcela identické.

In vitro formovaly kolonie pfipravenych iPSCs na Petriho miskach embryoidni téliska (EB,
embryoid bodies), ktera byla pozitivni na marker ektodermu (o-fetoprotein), mezodermu (a-aktin
hladkého svalu) i endodermu (BIII tubulin), navic iPSCs injikované subkutanné do
imunosuprimované mysi uspé$né formovaly teratomy. Stejné uspé$na byla i mikroinjekce IPSCs
oznac¢enych pomoci GFP do blastocysty, avsak takto pfipravena chimérni embrya se nevyvinula
v dospélé jednince.

O rok pozdé&ji byl publikovan ¢lanek popisujici dediferenciaci lidskych dermalnich bunék
prostednictvim stejnych 4 faktort také dopravenych retrovirem. (Takahashi et al. 2007)

Za kli¢ovy objev, ze diferencované buiiky mohou byt reprogramovany do pluripotentniho stavu,
obdrzel Shinya Yamanaka spole¢né s Johnem Gurdonem v roce 2012 Nobelovu cenu za fyziologii a
medicinu.

Analogicky postup vyuZzivajici retrovirové vektory byl tispésné pouzit pro dalsi ndsledné derivace
iPSCs i z mysich fibroblasti. (Maherali et al. 2007), (Wernig et al. 2007), (Okita, Ichisaka, and
Yamanaka 2007) V téchto ptipadech byl vsak jako selekéni marker pluripotence pouzit gen Nanog,
ktery je pro plupripotentni stav bun¢k esenciélni na rozdil od Fbx15 pouzitého Yamanakou. Exprese
tohoto genu byla spojena s antibiotikovou (konkrétné neomycinovou) rezistenci a zaroven infikované
bunky byly selektovany po delsi dobé od transdukce. (Maherali et al. 2007)

Takto selektované iPSCs formuji po injikaci do imunosuprimované mysi teratomy, podileji se na
vyvoji zivotaschopnych chimérnich mysi a bunék zarode¢né linie v nich. (Maherali et al. 2007),
(Wernig et al. 2007), (Okita, Ichisaka, and Yamanaka 2007) Avsak nékteré¢ z chimérnich mysi byly
postizeny tvorbou nadort diky reaktivaci exogenniho c-Myec. (Okita, Ichisaka, and Yamanaka 2007)
Transkripéni a epigeneticky profil pfipravenych iPSCs byl téméf shodny s profilem ESCs, lisil se
méné nez profil bun¢k selektovanych pomoci Fbxo15. (Maherali et al. 2007)

Nejvétsimi nevyhodami celého postupu jsou relativné nizka acinnost pohybujici se v rozmezi
0,01- 0,5 % (Wernig et al. 2007), (Okita, Ichisaka, and Yamanaka 2007) a fakt, ze v infikovanych
buiikach se virové vektory integruji do bunééného genomu a to i ve vice kopiich (Wernig et al. 2007),
coz ¢ini takto pfipravené iPSCs nepouzitelné pro regenerativni medicinu, a to i pies to, Ze kmenové
buiiky v&etné iPCS dokazi uml¢ovat proviry integrované do svého genomu. MuZe totiz dojit k jejich
reaktivaci a nasledna transkripce reprogramujiciho faktoru mize vést ke vzniku tumort. (Okita,
Ichisaka, and Yamanaka 2007) Také nelze vylouéit integraci do aktivniho genu, jelikoZ se retroviry
integruji nahodné. (Varas et al. 2009)

Zavislost ucinnosti reprogramovani buniky na mistech inserce retroviru do genomu prokazana
nebyla. (Varas et al. 2009)

2.2.2 Lentiviry, inducibilni a vysttizitelné lentiviry

Druhou moznost jak dopravit reprogramujici geny do buriky piedstavuji lentiviry. Jedna se o
integrujici virové vektory, jejichZ vyhodou oproti retrovirim je moznost zkonstruovat takovy vektor,
ktery ponese vSechny reprogramujici faktory soucasné v jedné kazeté, coz snizuje celkovy pocet
nutnych inserci vektoru do cilového genomu az na jednu, kterd je pro Uplnou dediferenciaci



dostacujici. AvSak takovéto kazety jsou v dediferencovanych bunkach uml¢ovany méné efektivnéji
nez retrovirové inserty. (M. Stadtfeld and Hochedlinger 2010) Tento problém obchazi moznost
konstrukce inducibilnich systém, kdy je tieba dodat k buiikam do média induktor napt. tetracyklin,
aby se kazeta s transkripénimi faktory zacala exprimovat. Takovéto uspoiadani experimentu pak
umoziuje sledovat kinetiku dediferencia¢niho procesu v ¢ase. (Brambrink et al. 2008), (Carey et al.
2009) Lze také z chimérni mysi, ktera se vyvinula z blastocysty s injikovanymi iPSCs, odebrat buiiky
nesouci v genomu inducibilni reprogramujici lentivirovou kazetu a ty opétovné dediferencovat pouze
pfidanim induktoru. (Sommer et al. 2009)

Konkrétnim ptikladem lentivirového vektoru je naptiklad vektor pHAGE-STEMCCA pouzity
C. A. Sommerem a kol. (viz Obrazek 2). (Sommer et al. 2009) Ptepisem tohoto vektoru vznikne
jedna polycistronni mRNA obsahujici dva fazni proteiny oddélené mistem pro vnitini nasednuti
ribosomu (IRES, internal ribosome enty site), které je virového ptivodu. V jednotlivych proteinech
se pak nachazi sekvence odd¢lujici Useky kodujici reprogramujici faktory kédujici F2A nebo E2A
peptid, ktery katalyzuje autovystiizeni (self-cleavage) na proteinové drovni.
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Obrazek 2: Mapa lentivirového vektoru STEMCCA nesouciho vSechny 4 reprogramujici faktory. Po transkripci vznikne
jedna polycistronni mRNA se dvéma cistrony oddélenymi IRES sekvenci. Dva vzniklé proteinové produkty se po
translaci samy nastépi ve 2A sekvencich. (Sommer et al. 2009)

Pro dopraveni reprogramujici kazety do bunék lze také vyuzit sebeinaktivujici (SIN, self-
inactivating) lentivirovy vektor, ktery umozni odstranéni insertu z genomu bunky po dosazeni
pluripotentniho stavu. (Chang et al. 2009) Insert obsahuje na okrajich loxP mista, kterd umoziuji
vysStépeni Cre rekombinazou. Tu lze do dediferencovanych bun¢k dodat pomoci adenovirového
vektoru nebo elektroporaci plasmidu, ktery ji kdduje, pfiéemz transientni exprese rekombinazy je
dostacujici k tomu, aby doslo k excisi vloZzené kazety. V genomu vsak zlstanou kratké sekvence
z Gplnych okraju insertu. Pro nasledné experimentalni ¢i terapeutické pouziti takto pripravenych
iPSCs lze vybrat jen ty klony, které nemaji toto reziduum v kédujicich sekvencich. Tato metoda
ptipravy iPSCs byla autory pojmenovana jako ,.hit and run (udef a béz).

2.2.3 Adenoviry

Metodu reprogramovani pomoci adenovirt, coz jsou dsDNA neintegrujici se viry, poprvé pouzili
M. Stadtfeld a kol. na mysich jaternich butikach s cilem zjistit, zda je mozné butiky dediferencovat i
bez virové inserce do genomu. (Matthias Stadtfeld, Masaki Nagaya, Jochen Utikal, Gordon Weir
2014) Nevyhodou pouzitého postupu je, ze adenovirovy vektor miize nést gen pouze pro jeden



reprogramujici faktor, je tedy potieba, aby se v jedné buice sesly vektory nesouci vSechny 4 geny
soucasné, k ¢emuz Vv experimentu doslo u 50 — 60 % transdukovanych bunék. Také dochazi
Kk postupnému vyfed’ovani vektord z kultury v ¢ase v dusledku déleni bunék, coz vede k extrémné
nizké ucinnosti v rozmezi 0,0001 — 0,001 %. Déle autofi zaznamenali, Ze 3 ze 13 ziskanych kolonii
iPSCs obsahuji tetraploidni buiiky. Spekuluji, Ze diky pfitomnosti adenovirového vektoru doslo
k fazi bun€k nebo ze jsou preferencné infikované tetraploidni bunky, které jiz byly pfitomné
v puvodni kultufe. S velice nizkou frekvenci se adenoviry mohou integrovat do genomu, avsak bylo
ovefeno, ze v pripravenych liniich k integraci nedoslo

Svymi vlastnostmi se iPSCs piipravené pomoci adenovirovych vektort vyrazné nelisily od iPSCs
ptipravenych pomoci retroviri. U dospélych chimérnich mysi pfipravenych injekci iPSCs do
blastocysty se nevyvinuly zadné tumory. (Matthias Stadtfeld, Masaki Nagaya, Jochen Utikal, Gordon
Weir 2014)

O rok pozdé¢ji se védcim povedlo pomoci adenovirovych vektorti dediferencovat lidské
embryonalni fibroblasty s podobné nizkou G¢innosti aniz by byly pozorovany tetraploidni iPSCs, coz
ale muZe byt zptisobeno tim, Ze v experimentu byly ustanoveny pouze 3 bunééné linie. (W. Zhou and
Freed 2009)

2.2.4 Sendai viry

Posledni virovy vektor, o kterém se ve své préci zminim a ktery byl pouzit k reprogramovani
bungk, je Sendai virus. (Fusaki et al. 2009) Jedna se 0 -sSRNA virus, ktery nevstupuje do bunééného
jadra, ale vyskytuje se pouze v cytoplasmé. Navic neprochazi DNA fazi, coz znamena, Ze nemize
dojit k jeho integraci do genomu. P#i pouziti Sendai virového vektoru lze také vyuzit efektu
transkrip¢ni polarity, diky niz geny vlozené na 3" konci genomové -ssRNA jsou transkribovany
Castéji nez geny vlozené k blize k 5” konci (viz Obrézek 3). To umoziiuje sledovat zavislost i¢innosti
reprogramovani nejen na celkové koncentraci ale i poméru reprogramujicich faktori a zvolit tak
uspotadani, které ptinese nejvetsi vytéznost. Jako nejucinnéjsi se ukédzalo vlozeni vech 4 faktord do
HNL mista na vektoru.

Podobné jako v pfipadé adenovirovych vektori je nutné dopravit kazdy reprogramujici faktor na
virovém vektoru zvlast' a z kultury Ize vektory odstranit vyfed'ovanim, ke kterému dochazi pfi
pasazovani. Na rozdil od adenovirovych vektord ma vyuziti Sendai virového vektoru vyrazné vyssi

uc¢innost dosahujici 1 % v lidskych butikach a vysledné iPSCs také spliuji podminky pluripotence.
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Obrazek 3: Schematické zobrazeni Sendai virového vektoru. Trojuhelnik nad vektorem znazorfiuje relativni miru
exprese exogenniho insertu v zavislosti na jeho poloze na vektoru (Fusaki et al. 2009)



2.3

Obecné pouziti vsech virovych vektori zahrnuje krok ptipravy infekénich viriond nesoucich
exogenni genetické informace do bunék pomoci napft. lipofekce, kterou lze vyuzit naptiklad pfi
pouziti plasmida (viz nize).

Nevirové vektory

2.3.1 PiggyBac transpozon

PiggyBac transpozon je nereplikativni mobilni geneticky element plivodem z
hmyzich buné¢k. (Wilson, Coates, and Jr 2007) Na jeho okrajich se nachazi ptimé repetice, mezi které
Ize umistit pfenasenou DNA sekvenci dlouhou az 10 kbp. Pomoci transpozézy se integruje do TTAA
sekvenci v genomu a po vystépeni zanechava genomovou DNA beze zmény. Do bunék je nutno
traspozon transfekovat spolu s expresnim vektorem nesoucim piggyBac transpozazu, ktera je
nezbytna k integraci transpozonu do genomu. Uginnost transfekce se pohybuje kolem 10 %. Pro
uspésné reprogramovani je tieba aspoit dvou integraci transpozonu do genomu. Vyhodou tohoto
systému je moznost pienést v§echny faktory do burniky v jedné kazeté oddélené pomoci 2A peptidu
(viz Obrézek 4) a podobné jako v ptipad¢ lentiviru, translaci vznikne jeden protein, ktery se nasledné
sdm nastépi.

Je také mozné transfekovat bunky vice transpozony, kdy kazdy nese pouze jeden faktor.
Takovyto postup vsak neni vyhodny, jelikoz je nutné, aby se v buiice sesly vSechny 4 transpozony a
nasledné byly v8echny odstranény. (Woltjen et al. 2013) Obéma zptisoby lze ale ziskat rovnocenné
iPSCs.

Po dediferenciaci je nutné transpozony z iPSCs odstranit, opét transientni expresi transpozazy, a
nasledné selektovat builky bez transpozonii. Elegantni zplisob selekce predstavuje puAtk-FIAU
selekéni systém. (Yusa et al. 2009) puAtk je arteficiélni fazni protein, ktery je soucasti tranzpozonu
a bunky, které jej exprimuji, jsou citlivé k latce FIAU. Po piisobeni transpozazy pieziji v médiu
obsahujicim FIAU jen ty buiiky, které neobsahuji transpozon, tudiz puAtk neexprimunji. U¢innost
odstranéni transpozonu je velice nizka 0,001 % a navic je zavisla na misté integrace, coz sniZuje
celkovou vytéznost procesu. (Woltjen et al. 2013)

Autofi, ktefi také tento transpozon k reprogramovani pouzili, pfidali ke &tyfem obvyklym
faktorim navic gen pro faktor Lin28, ktery byl k reprogramovani pouzit jiz diive v kombinaci
s faktory Oct4, Sox2 a Nanog. (J. Y. Yu et al. 2007) Tim zvysili a¢innost dediferenciace téméf
dvakrat v porovnani s dediferenciaci pouze pomoci 4 pavodnich faktort. (Yusa et al. 2009)

Vyhodou tohoto systému je oproti Sendai a adeno virovému vektoru, ze nedochazi k jeho
vyted'ovani z kultury, a oproti lentiviru to, Ze po excisi zachova integracni misto beze zmény. Na
druhou stranu zahrnuje tento postup krok navic, odstranéni transpozonu, coz snizuje celkovou

ucinnost a zvysuje narocnost procesu.
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Obrazek 4: Mapa piggyBac transpozonu nesouciho vSechny Ctyfi transkripcni faktory a puAtk selekéni marker. (Yusa
et al. 2009)

2.3.2 Neintegrativni cirkularni vektory — plasmid, minikrouzek, oriP/EBNA1 vektor

Jako prvni aspésné pouzili plasmidovy vektor K. Okita a kol. v roce 2008. (Okita et al. 2008)
Nepodarilo se jim vSak sestavit takovy vektor, ktery by dokazal dediferencovat pouzit¢ MEF a
zaroveil nesl vSechny 4 reprogramujici faktory soucasné. Pouzili proto dvojici plasmidd, pfi¢emz
jeden nesl cDNA pro c-Myc a druhy pro zbylé 3 faktory oddélené sekvenci pro 2A peptid.
Uspotadani jejich experimentu ukazalo, Zze nejucinnéjsi je transfekovat bunky obéma plasmidy
soucasné. AvSak z divodu vyfed’ovani plasmida z kultury je nutnd jejich opakovana transfekce.
Transfekovali tedy bunky celkem ¢tyfikrat kazdy druhy den. Nasledna analyza ptipravenych iPSCs
odhalila, Ze v n€kolika z vybranych kolonii doslo k inzerci plasmidu do genomu, ale ve vétsing
kolonii ziskanych pluripotentnich bunék nebyla integrace plasmidu do genomu nalezena, coz
poukazuje na schopnost této dvojice vektord dediferencovat buniky bez nutnosti jejich integrace.
Kromé piilezitostné integrace je dals$i nevyhodou nizka ucinnost, ktera se pohybuje v fadu tisicin
procenta.

Podobny plasmidu je minikrouzek (minicircle). (Jia et al. 2010) Jedn& se o upraveny plasmid, ze
kterého byla pfed vnesenim do cilovych bun¢k odstranéna ta ¢ast, ktera je potfebna pro replikaci a
udrzeni plasmidu v bakteriich. Vysledna molekula DNA je tedy mensi nez ptivodni plasmid, a tak se
u¢inngji transfekuje do bunék a zaroven je v nich exprimovana déle, coz teoreticky implikuje vétsi
uc¢innost. Podobné jako u plasmidu i v ptipadé minikrouzkt dochazi K jejich vyfed'ovani v disledku
proliferace bunek, a proto je rovnéz nutna opakovana transfekce. Pomoci minikrouzku nesouciho
kombinaci faktorti, Lin28, Nanog, Sox2 a Oct4, oddélenych 2A peptidem se podafilo dediferencovat
lidské adip6zni kmenové buiiky s Géinnosti 0,005 %, aniz by byla zaznamenana integrace
minikrouzku do genomu. Pti pouZiti neonatalnich fibroblasti byla ucinnost dediferenciace desetkrat
mensi, coz poukazuje na zavislost u¢innosti reprogramovani na vychozim bunééném typu.

Nejvétsi nevyhodou piedchozich neintegrativnich vektort je jejich postupné vyted’ovani
z kultury. Tento nedostatek obchazi oriP/EBNAL vektor, ktery se diky oriP a genu pro EBNA1
protein dokaze sam replikovat v bufice, ale pouze jedenkrat za bunéény cyklus. (J. Y. Yu et al. 2007)
Pomoci pozitivniho selekéniho markeru neseného vektorem, Ize v médiu selektovat jen ty bunky,
které vektor obsahuji. Naopak po dosaZeni pluripotentniho stavu lze diky defektni replikaci vektoru
ziskat kolonie, které jej neobsahuji, po odebrani selekéniho agens z média. Autofi, ktefi tento vektor
pouzili, dediferencovali lidské fibroblasty pomoci Sesti dediferencia¢nich faktort. Kromé 4
buiky cytotoxicky efekt, exprimovali spolu s nimi SV40LT antigen branici apopt6ze. Pomoci této
kombinace ziskali plnohodnotné iPSCs bez integraci vektoru do genomu. Uginnost byla také velice
nizka 0,0001 %.
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Obecné lze fici, Ze oproti virovym vektorm lze cirkularni vektory dopravit snadnéji do bunék,
bez nutnosti zabaleni vektoru do virové castice. Naopak jejich nejvetsi nevyhodou, kterou sdili
s neintegrujicimi virovymi vektory, je jejich postupné vyied’'ovani z kultury, jenz vyrazné snizuje
ucinnost. To lze ale obejit konstrukci replikativniho plasmidu. Oproti retrovirim, lentivirim a
transpozontim neni nutna jejich integrace do genomu, coz zvysuje jejich Sance na vyuziti v klinické
praxi.

2.3.3 RNA

rrrrr

genomu a krok odstranéni transpozonu snizuje celkovou G¢innost, byla také vyzkousena moznost
vyuziti pfimo mRNA kodujicich jednotlivé transkripéni faktory.(Warren et al. 2010)

Tato alternativa je ale oproti ostatnim metodadm relativné naro¢na na provedeni. Zahrnuje totiz
krok in vitro transkripce, pro kterou je nutné pfipravit transkribovatelné templaty, a nasledné
vypurifikovat produkty. Navic exogenni RNA vyvolava v buiikich antivirovou cytotoxickou
odpovéd’ v podobé represe translace a produkce interferonii. Za uc¢elem zmirnéni takovéto nezadouci
reakce je nutno piidat do média inhibitor interferonové odpovédi. Pii syntéze mRNA byly vyuzity
modifikované baze (5-methylcytidin misto cytosinu a pseudouridin misto uridinu) az 5" konci RNA,
které nenesly pouzity analog 5-methylguanosinové Cepicky, byly odstranény fosfaty. To vyrazné
snizilo nezadouci odpovéd’ bunék na ptitomnost exogenni RNA, zvysilo jeji zivotnost a tak i
mnozstvi vytvofenych proteini. Obdobné jako v piipadé nereplikujicich se a neintegrujicich vektort
je také nutna opakovana transfekce.

Jak jiz bylo uvedeno na zacatku, pfi pouziti mRNA nehrozi naruSeni integrity genomu, dalsi
vyhodou je bezesporu moznost optimalizace stechiometrického poméru jednotlivych faktort, coz
systémy vyuzivajici tvorbu faznich proteinti spojenych 2A peptidem neumoznuji. Nejvice
piekvapivé jsou vytéznost a rychlost metody. Za optimalnich podminek pomoci mRNA pro pétici
faktor Lin28, Oct3/4, KIf4, Sox2 a c-Myc bylo dosazeno az 4,4% tcinnosti béhem 18 dni, pticemz
reprogramovani za vyuziti ostatnich metod trva zhruba mésic. P¥i pouZiti pouze puvodnich 4 faktoru,
bez Lin28, je ucinnost mensi. Ptipravené iPSCs byly nasledné diferencovany pomoci mRNA
kodujici diferenciaéni faktor MYOD. (Warren et al. 2016)

Kromé mRNA byla k dediferenciaci pouzita i smés specifickych miRNA, které byly pii
dediferenciaci pouzity misto fakoru c-Myec, pficemz zbylé 3 faktory byly do bunék dopraveny
pomoci retroviru. (Judson et al. 2009)

Jedna se 0 smésici miRNA regulujicich cyklus embryonalnich bunék (ESCsC, embryonic stem
cells cycle), které urychluji pruchod Gi1/S kontrolnim bodem cyklu. Autorim se v$ak nepodafilo
objasnit pfesny mechanismus ucinku, ale potvrdili, Ze pusobeni této smésice MiRNA na buitku ma
jiny efekt neZ ptsobeni faktoru c-Myc. To prakticky demonstrovali tak, Ze bufiky reprogramované
pomoci miRNA nebyly schopné na rozdil od kontrolnich bunék formovat teratomy, prestoze u nich
byla pozorovana reaktivace endogennich Oct4, Sox2 a KIf4 zatimco exogenni retrovirové inserty
byly umlceny.
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2.3.4 Proteiny

Aby mohly byt vyuzity pro dediferenciaci bun¢k proteiny, je tfeba vytvofit vhodny expresni
systém a zaroven dopravit proteiny z média do bunck.

Prvni moznost piedstavuje E. coli expresni systém umoznujici vyprodukovat vSechny 4
transkrip¢ni faktory opatiené na C koncich 11R polyargininovou signalni sekvenci, ktera umoziuje
jejich spontanni prichod pies cytoplasmatickou membranu do bunék. (H. Zhou et al. 2009)

Druhou moznost jak ptipravit hotové proteiny ptredstavuje bunéénd linie HEK293. (Kim et al.
2010) V téchto buikach je také mozné cilené produkovat exogenni proteiny. Vyhodou pouziti téchto
bungk je, Ze lze k reprogramovani pouzit cely bunéény extrakt bez nutnosti purifikace, pticemz do
cilovych bunék se dostanou pouze proteiny oznacené lokalizaéni sekvenci, kterd je Kk proteinu
doplnéna artificielné.

Piestoze byly pro dediferenciaci pouzity rizné vychozi bunécéné typy, popisuji autofi obou
strategii pfipravy proteind piekvapivé nizkou Gcinnost v fadu 0,001 % a v porovnani s ostatnimi
metodami vyrazné delsi ¢as potiebny k tvorbe kolonii iPCS. (H. Zhou et al. 2009), (Kim et al. 2010)

Dalsi strategie vyuzivajici k dediferenciaci proteiny nevyuziva cilené syntézy vybranych
proteint, ale spiSe se inspiruje metodou SCNT uvedenou vyse. (Cho et al. 2010) Vychazi z poznatku,
ze oocyt, ptipadné ESCs, prirozené obsahuje ve své cytoplasme smésici reprogramujicich faktord,
které dokazi ptivést jadro diferencované buiky do pluripotentniho stavu. Oproti piedchozim dvéma
metodam neni tedy nutné genove inzenyrska konstrukce expresnich systémi, ale staci pouze pomoci
centrifugace vypurifikovat smés proteind pfitomnych v cytoplasmé kmenovych bunék a nasledné
oSetfit touto smésici proteinti permeabilizované diferencované butiky. Permeabilizace Ize dosahnout
napiiklad pomoci streptolysinu O. Uginnost tohoto piistupu je srovnatelna s predchozimi dvéma
proteinovymi postupy, ale vyrazné se lisi rychlost reprogramovani. Kolonie iPCS se objevily jiz
Vv prvnim tydnu po dodani proteind.

2.3.5 Malé molekuly

Od publikovani pivodniho Yamanakova experimentu byla nasyntetizovana a otestovana cela
fada malych molekul s cilem nahradit jimi v§echny reprogramujici faktory a namichat z nich takovou
smés, kterd by bezpeéné a dostateéné U¢inné dokazala reprogramovat diferencované buiiky do
pluripotentniho stavu nebo s jejich pomoci reprogramovani urychlit. (Higuchi et al. 2014) Hlavnim
cilem pusobeni téchto molekul nejéastéji pasobicich jako inhibitory jsou pifevazné signalni drahy a
drahy ovliviwjici epigenetickou remodelaci chromatinu. V nize uvedené tabulce uvadim nékteré
z téchto molekul a jejich funkci pti reprogramovani (viz Tabulka 1).

Dediferenciace somatickych bunék, konkrétné MEF, pouze s pomoci malych molekul se podatila
az v roce 2013, kdy byla nalezena trojice sloucenin schopna nahradit posledni faktor Oct4. (Hou et
al. 2013) Kombinace molekul nahrazujici zbylé faktory a umoziujici tak dediferenciaci pouze s
nutnosti transdukce Oct4 byla znama uz dfive. (Li et al. 2011)

K dediferenciaci MEF a ziskani pluripotentnich bunék, jejichz genova exprese odpovidala
expresi iPSCs dediferencovanych pomoci transdukce transkripénich faktorti bylo pouzito pouze
sedm malych molekul, pficemz uéinnost dosahla 0,2 % a cely reprogramujici proces trval déle nez
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mésic. (Hou et al. 2013) Jedna se o kombinaci molekul ozna¢ovanou jako VC6TFZ v kombinaci
s molekulou TTNPB.

Lidské iPSCs dediferencované pouze pomoci malych molekul zatim pfipraveny nebyly. (Lin and
Wu 2015)

P¥iklady molekul zlepsujicich reprogramovani

Na’zev molekuly, Mechanismus tcinku Reference
v zavorce zkratka
Valproova kyselina (VPA) inhibice histon deacetylazy (Li et al. 2011)
5-azacytidin (AZA) inhibice DNA methyltransferazy (Mikkelsen et al.
2008)
Butyrat sodny inhibice DNA methyltransferazy (Mali et al. 2010)
CHIR99021 (CHIR) inhibice GSK-3B aktivujiciho Wnt signdlni | (Li et al. 2011)
drahu
Chlorid litny inhibice GSK-3B a lysin specifické demetylazy | (Q. Wang et al.
2011)
P¥iklady molekul nahrazujicich reprogramujici faktory
Molekula n'ebo Jejich Mechanismus tcinku Nahrazeny Reference
kombinace faktor
E-616452 inhibice TGF-B vedouci k transkripci Sox2 (Ichida et al. 2009)
faktoru Nanog
Kenpaullon neznamy (Lyssiotis et al.
KIf4
2009)

\C/II;'LR ::z xz: c-Myc (Li et al. 2011)
Forskolin (FSK) agonista cCAMP

2-methyl-5- agonista 5-HTs, otevirajiciho iontovy

hydroxytryptamin kanal Oct4 (Hou et al. 2013)
(2Me-5HT)

D4475 CK1 inhibitor

Tabulka 1 Tabulka vybranych molekul, které maji vliv na reprorgamovani a mechanismus jejich tcinku.

V soucasnosti, 10 let od ptivodniho Yamanakova experimentu, je na trhu komeréné dostupna
cela fada souprav na pfipravu iPSCs zaloZenych na jednom z vySe popsanych principi. Je vSak
obtizné jednoznaéné urcit, ktera ze souc¢asnych metod je nejlepsi. Pi vybéru metody je tfeba mimo
finan¢ni naro¢nosti zohlednit hlavné obtiznost pfipravy reprogramujicich agens, jejich dopraveni do
bunék a odstranéni z nich, mozZnosti regulace exprese, i¢innost a rychlost reprogramovani, které maji
vliv na potencial vyuziti ptipravenych iPSCs v laboratorni a klinické praxi.

Pro laboratorni vyzkum vlastnosti iPSCs bych zvolila lentivirovy vektor. Jeho nevyhodou je
nutnost separatni piipravy infekcni Castice, naopak za hlavni vyhodu povazuji to, Ze je pro uplné
reprogramovani dostacujici jedna integrace do genomu a zaroven nedochazi k jeho vyfed’ovani
z kultury a tudiz neni nutna opakovana infekce. V porovnani s ostatnimi metodami ma relativné
vysokou ucinnost. Moznost tvorby inducibilniho systému navic umoziuje sledovat kinetiku
dediferenciace. Insert |ze také z bunék snadno odstranit.

1 kdyZ k vyuziti iPSCs v regenerativni medicing pravdépodobné v nejblizsi budoucnosti nedojde,
povazuji pro tento ucel ze soucasnych moznosti nevhodnéjsi vyuziti mRNA, jelikoz zde nehrozi
riziko inserce vektoru do genomu a zaroven je to velice rychla a u¢inna metoda. Ptiprava vektoru
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zahrnujici krok in vitro transkripce je sice naroénéjs§i nez v piipadé ostatnich metod, ale

ptedpokladam, Ze je mozné ji optimalizovat.

I kdyz lidské somatické bunky zatim pomoci malych molekul reprogramované nebyly,
domnivam se, Ze se to brzy podafi a nasledné budou k dispozici zoptimalizované protokoly
umoziujici rychlou, kvalitni a bezpecnou dediferenciaci lidskych snadno dostupnych bunék pomoci

standardizované smési malych molekul a tato smés bude pak rutinné vyuzivan v klinické praxi.

Moznosti vyuziti iPSCs pfri léébé hematologickych poruch

Moznost odebrat ze zvifecich modelt nebo pfimo z pacientti malé mnozstvi snadno dostupnych
bun¢k, napiiklad fibroblasti ¢i krevnich bungk, nasledn€ je reprogramovat, neomezené mnozit a
diferencovat v pozadovany bunéény typ piedstavuje neocenitelny nastroj pro vyzkum a 1é¢bu
geneticky podminénych chorob a chorob zptisobenych mutaci vzniklou béhem zivota jedince. (Blau,
Chiu, and Webster 1983)

Takto pripravené bunky pochazejici z pacienta a nesouci pivodni genotyp choroby mohou
slouzit pro vyzkum molekularnich mechanismu vedoucich k jejimu projevu a hledani latek, které by
dokazaly projevy choroby potlaéit a zaroven nebyly pro organismus toxické. Dal$im varianta vyuziti
tohoto postupu je odebrani bunék pacienta, jejich reprogramovani, korekce genetické informace,
diferenciace do pozadovaného bunécného typu a transplantace do téla pacienta
(viz Obrazek 5). Podle typu defektu 1ze bud’ poskozeny gen opravit pomoci homologni rekombinace,
nebo do bezpeéného mista (safe harbor) vlozit novy funkéni gen.(Dong, Rivella, and Breda 2013)
Pfi vyuziti tohoto 1é¢ebného postupu nebude jiz nutné ¢ekat na vhodné darce a zaroven se eliminuje
riziko odmitnuti transplantatu.

V nésledujici ¢asti své prace predstavim ¢tyfi vybrané poruchy krvetvorby a experimenty
vyuzivajici iPSCs technologii k modelovani in vitro té&chto chorob a eliminace jejich projevii na
bunécné Grovni.

Culture of Addition of Selection and i o
somatic cells plur\potency expansion of Patient-specific cell therapy

factors iPS cells —
Somatic ceHs

OCT4 SOX2 'PS cells Human disease models

: e Myc KLF4

M 00

Obrazek 5: Znazornéni postupu pfi vyuziti iPSCs. Z pacienta trpiciho geneticky podminénou chorobou se odeberou
burky, které se pomoci Yamanakovych faktor( reprogramuji na iPSCs a nasledné diferencuji na pozadovany bunécny
typ. Diferencované buriky pak mohou byt pouZity pro transplantace, vyzkum molekularnich mechanismi choroby a
testovani novych IéCiv .(Yamanaka and Blau 2010)

Srpkovita anémie (SCD, sickle cell disease)

Srpkovita anémie je jednim z nejrozsifenéjsich geneticky podminénych autozomalné recesivnich
onemocnéni. Jeji pfi¢ina je zndma déle nez pil stoleti. (Ingram 1956) Pfi¢inou SCD je bodova
missense mutace v genu pro fetézec B-globinu. Jedna se o0 zaménu A — T v $estém kodonu prvniho
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exonu, jez se na proteinové Urovni projevuje zaménou hydrofilni kyseliny glutamové za hydrofobni
valin. Pfitomnost hydrofobniho valinu vede k fetézeni globinovych tetrametrti (02p2) do linearnich
polymert, Které zptsobuji zménu tvaru erytrocytt z bikonk&vnich na srpkovité. Patologicky
srpkovity tvar znemoziuje ¢ervenym krvinkam prachod kapilarami. Krvinky ucpavaji krevni fecisté
a lyzuji v ném. Uvolnény hemoglobin je navic toxicky pro okolni tkané. Jelikoz pfFi¢inou SCD je
pouze jedna konkrétni znama bodova mutace, piedstavuje toto onemocnéni idealni model pro
vyzkum aplikace iPSCs Vv regenerativni medicing.

Prvni pokus o 1é¢bu SCD za vyuziti iPSCs byl publikovan v roce 2007. (Hanna et al. 2007)
V experimentu byla pouZzita mys, ktera méla geny pro mysi o a 3-globin nahrazeny lidskymi analogy,
piiGemz ob¢ alely genu pro B-globin byly mutantni B5. Tento mysi model byl Zivotaschopny, ale
projevily se u ngj ptriznaky srpkovité anémie podobné t€ém u ¢lovéka. Mysi byly ze $picky ocasku
odebrény fibroblasty (TTF, tail tip fibroblast), které byly reprogramovany pomoci virovych vektora.
Nasledné byl do ziskanych iPSCs vnesen genovy konstrukt, ktery pomoci homologni rekombinace
nahradil mutovanou B° alelu za alelu nemutovanou p”. Buiiky, ve kterych doslo k rekombinaci, byly
nasledné diferencovany v hematopoetické kmenové bunky (HSCs, hematopoietic stem cells) a
transplantovany do B° mysi, kterym byly pfedem pomoci ozéafeni odstranény ptivodni HSCs kostni
dfené. Transplantace hematopoetickych bunék s opravenym genem pro B-globin vedla k potlageni
ptiznakii anémie u léCenych mysi. Tento experiment byl prvnim diikkazem, ze lze cilen¢ upravit
pomoci homologni rekombinace genetickou informaci v iPSCs a nasledné je diferencovat a poté
pouzit k transplantaci.

V néavaznosti na tento experiment byly pomoci homologni rekombinace a technologie nukleaz se
zinkovymi prsty (ZFN, zinc finger nuclease) opraveny i B° alely v lidskych iPSCs (viz Obréazek 6).
(Zou, Mali, et al. 2011), (Sebastiano and Maeder 2011) ZFN jsou uméle zkonstruované enzymy
obsahujici jednu endonukledzovou doménu a tfti DNA-vazebné domény, které lze nadesignovat dle
cilové sekvence. Dvojice ZFN navodi Vv pozadovaném misté dsDNA zlom, ktery zvysi
pravdépodobnost homologni rekombinace s opravnou sekvenci. Soucasti opravné sekvence muiize
byt rezistencni kazeta, ktera je vloZzena do intronu vklddaného genu ohrani¢end loxP misty. Slouzi
k selekci bunék, ve kterych doslo k rekombinaci. Néasledna transientni exprese Cre rekombinazy
selekéni kazetu odstrani. Vysledkem je opraveny gen, ktery nese v intronu kratkou sekvenci, ktera
zbyla po odstranéni rezistencni kazety Cre rekombinazou. Pied dal§im pouZzitim opravenych bunck

je vsak nutné provéfit, zda nedoslo ke st€peni pomoci ZFN nukledz na jinych mistech v genomu.
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Obrazek 6: Znazornéni postupu pfi opravé bodové mutace v genu pro B-globin za vyuZziti homologni rekombinace a
technologie ZFN. Soucasti opravné sekvence DNA je i rezistencni kazeta, kterou Ize vyuZit pro selekci bunék, ve kterych
doslo k rekombinaci, a nasledné ji Ize odstranit pomoci Cre rekombinazy.(Zou, Mali, et al. 2011)

3.2 B-talasemie

Jako B-talasemie souhrnné oznacujeme geneticky podminéna onemocnéni, jejichZ pti¢inou jsou
mutace Vv genu pro B-globin vedouci k poruse jeho syntézy. (Dong, Rivella, and Breda 2013)
Vysledkem je tvorba nefunkéniho ¢i ¢aste¢né funkéniho B-globinu nebo se B-globin viibec netvofi.
Dnes je jedina dostupna lé¢ba krevni transfuze v kombinaci s chelataci volného Zeleza, tento postup
v§ak pouze tlumi ptiznaky, ale neodstraniuje pfi¢inu choroby. Jedinou moznosti, jak B-talasemii
odstranit, je tedy oprava mutovaného genu pro B-globin, podobné jako u SCD, nebo vlozit do
bezpe¢ného mista v genomu novy funkéni gen pro B-globin. Druhou moznost, vloZeni terapeutického
genu, nelze v ptipadé SCD pouzit, jelikoz vlozeni genu pro B-globin navic by vedlo k celkové
nadprodukci
B-globinu,terapeutického a mutantniho, a jeho nevhodnému poméru vici a-globinu v erytrocytu.
Tento efekt by se projevil jako a-talasemie, nedostatek a-globinu. (Dong, Rivella, and Breda 2013)
Naopak Vv piipadé takového typu B-talasemie, kdy se v buiice Zadny B-globin netvoii, tento postup
pouzit l1ze.

Piikladem je B-talasemie major, také zvana Cooleyho anemie. U pacienti trpicich timto typem
talasemie jsou mutovany obé¢ alely genu pro B-globin. Do iPSCs piipravenych z jejich bunék Ize
pomaoci lentivirového vektoru vnést gen kédujici funkéni B-globin a tim potlacit projev p-talasemie
(viz Obrazek 7). (Papapetrou et al. 2011) Nevyhodou je, tak jako u vSech postupti vyuzivajicich
lentivirovy vektor, nahodnost jeho integrace, ktera muize mit vliv na expresi okolnich genti. Pomoci
microarrays vSak bylo zjisténo, Ze lentivirovy insert nesouci funkéni gen pro B-globin neovlivni
expresi sousedniho genu, je-li od n&j vzdalen vice nez 300 kbp. Na druhou stranu je vyhodou, Ze
pouziti univerzalniho lentivirového vektoru mulze usnadnit 1é€bu pacientll trpicich timto
onemocnénim, jelikoz by bylo mozné pouzit jeden typ vektoru pro vSechny pacienty trpici
B-talasemii major bez ohledu na typ mutace v jejich genech pro B-globin. Pfed pouzitim tohoto
terapeutického postupu by ale bylo nutné nejdiive sestavit seznam bezpeénych mist v genomu, ktera
jsou vhodna pro inserci terapeutického vektoru.
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Obrazek 7: Postup pfi |é¢bé pacienta trpiciho B-talasemii. Do iPSCs pftipravenych zjeho bunék je pomoci
integrativniho virového vektoru vloZen terapeuticky gen pro B-globin. Nasledné jsou vybrany burky, které byly

Uspésné transdukovany a vektor byl vioZzen do bezpecného mista. Tyto buriky jsou pak diferencovany a sleduje se
jejich transkripcni profil. (Papapetrou et al. 2011)

Pro opravu B-globinového genu, aniz by doslo k inserci nové sekvence do genomu lze vyuzit i
metody umoziujici genové reparace. Kromé klasické homologni rekombinace, kterda méa velice
nizkou uc¢innost, (Y. Wang et al. 2012) Ize pouzit i CRISPR/Cas9 systém. (Y. Yang et al. 2016)
CRISPR/Cas9 systém slouzi podobné jako technologie ZFN popsana vyse k tvorbé mistné
specifickych dsDNA zlomii. K tvorb€ zlomu v konkrétnim miste slouzi sgRNA (small guide RNA),
kterd je komplementérni k cilové DNA sekvenci, kterd ma byt roz$tépena a ktera asociuje s Cas9
endonukleazou, jez sekvenci rozstépi. Nasledné dojde k reparaci DNA zlomu pomoci homologni
rekombinace s terapeutickym insertem vloZzenym do buiiky, podobné jako v ptipadé SCD.

X-vazana chronicka granulomat6zni choroba (X-CGD, X-linked chronic
granulomatous disease)

Toto onemocnéni, na rozdil od piedchozich, neni spojeno s poruchou tvorby hemoglobinu, ale
souvisi s imunitnim systémem. Konkrétné s poruchou funkce fagocytujicich leukocytu. (Zou,
Sweeney, et al. 2011) Jeho pti¢inou je nefunk&nost genu CYBB kédujiciho protein gp91°™ox, ktery je
umistén na X chromozomu, jedna se tedy o0 gonosomalné recesivni dédi¢nost choroby. Pfi¢inou
nefunkénosti CYBB genu miZe byt celd fada mutaci. Protein gp91P"* je soudasti NADPH
oxidazového komplexu, ktery pienasi z redukované molekuly NADPH elektron na molekulu kysliku
za vzniku superoxidového radikélu. Tato reakce je nezbytna pro iniciaci oxidativniho vzplanuti,
procesu slouziciho k likvidaci fagocytovanych patogenti, bakterii a hub, ve fagosomech pomoci
kyslikovych radikali. Pacienti trpici X-CGD tak nejsou schopni se G¢inné branit infekcim patogent
ohrozujicim jejich télo. Jediny dostupny zplsob 1écby je transplantace kostni diené od vhodnych
darct.

Z jedincu trpicich X-CGD zle izolovat fibroblasty, reprogramovat je na iPCS, nasledné
diferencovat na myeloidni prekurzory a vlozit do nich terapeuticky lentivirovy vektor nesouci
funké&ni gen pro gp91P"*. (Mukherjee et al. 2011) Myeloidni prekurzory je mozné nasledné testovat
pomoci testu vyuzivajiciho nitrotetrazoliovou modi (NBT, nitroblue tetrazolium) na pfitomnost
funkéniho NADPH oxidazového komplexu. VIivem redukujiciho prostiedi, které vznika ¢innosti
NADPH oxidazového komplexu, zméni NBT svoji strukturu a zbarvi se do tmavé modra.
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3.4

Tmavomodré zabarveni tak umoznuje indikovat ptitomnost funkéni NADPH oxidazy a tak i
uspésnou integraci a funkénost vektoru.

V experimentu provedeném na mySim modelu bylo zjisténo, Ze transdukce fibroblastl
lentivirovym vektorem pied reprogramovanim ma tiikrat mensi G¢innost obnoveni funkce NADPH
oxidazového komplexu nez transdukce vzniklych EB. Pfi¢inou je vysoka uroven methylace CpG
ostrovii promotoru vloZeného terapeutického genu, ke které doslo v disledku reprogramovani a
diferenciace bunék po transdukci. (Mukherjee et al. 2011)

Pti vnaseni terapeutického plasmidu obsahujiciho gp91P"* do lidskych iPSCs se podaiilo za
vyuziti ZFN technologie umistit cilené¢ do bezpe¢ného mista v genomu konstrukt, ktery kromé
CYBB genu obsahoval i gen pro puromycinovou rezistenci pro selekci bunék, ve kterych doslo k jeho
integraci. (Zou, Sweeney, et al. 2011) Tato metoda doséhla vysoké ti¢innosti, 75 % bunék obsahovalo
aspoii jeden integrovany vektor. Nasledné bylo potvrzeno, ze v buiikdch obsahujicich jednu inserci
dochazi dlouhodobé k expresi endogenniho proteinu gp91°P* a funkce NADPH oxidazového
komplexu byla obnovena.

Prava polycytémie (PV, Polycythemia vera)

Prava polycytémie patii mezi myeloproliferativni poruchy (MPNs, Myeloproliferative
neoplasms), coz je skupina onemocnéni projevujicich se zvySenou produkci jednoho nebo vice
krevnich element myeloidni fady. (Slukvin 2009) Mezi MPNss patii kromé PV naptiklad i esencialni
trombocytémie a chronicka myeloidni leukemie. 95 % pacientu trpicich PV nese ziskanou substitu¢ni
bodovou mutaci v genu pro Janusovu kindzu 2 (JAK2, Janus kinase 2) vedouci k zaméné
aminokyseliny valinu za fenylalanin na pozici 617, JAK2-V617F. Stejnou mutaci nese i 50 %
pacientl trpicich esencialni trombocytémii. Stale vSak neni jednozna¢né potvrzeno, zda je tato
mutace jedinou pfic¢inou nemoci, nebo zda jejimu vzniku pfedchazi ptitomnost jiné mutace v genech,
které zatim nejsou s PV spojovany, ¢i nejsou zndmy. Druha moznost se ale ukazuje jako
pravdépodobngé;jsi. (Kralovics et al. 2006) Ziskova mutace (gain-of-function mutation) JAK2-V617F
zpusobuje trvalou aktivaci kindzy, kterd je za normalnich podminek aktivovana signalizaci
erytropoetinem. To vede ke zvySené erytropoéze, coz se u pacientll projevuje velmi viskoézni krvi,
ktera Spatné proudi krevnim Fe¢i$tém a k naslednym trombotickym komplikacim.

Jelikoz mutace JAK2-V617F miZe vzniknout béhem Zivota pacienta, lze tak mezi jeho
krvetvornymi buitkami nalézt smés bunék nesoucich jednu nebo ob& mutované alely i zdravé buiky
s obéma nemutovanymi alelami, piipadné bunky, které nesou zatim neznamou predisponujici mutaci.
Z CD34+ krevnich bun¢k jednoho PV pacienta tak lze derivovat iPSC nesouci rizny genotyp:
homozygotni i heterozygotni V617F linie, linie s predispozici a normalni kontrolni linie. iPSCs
nesouci JAK2-V617F mutaci lze nasledné diferencovat na hematopoetické progenitorové buriky,
které rekapituluji polycytemicky fenotyp in vitro. Oproti negativni kontrole vykazuji zvySenou
erytropoézu, kterou lze detekovat napiiklad pomoci povrchového proteinu glykoporinu A
ptitomného na erytrocytech. (Ye et al. 2014) Zatim bohuzel nebyla publikovana zadna studie, ktera
by odhalila pomoci iPSCs techoligie novou mutaci, piipadné mutace, které piedchazi ziskani mutace
V617F. (Yeetal. 2014)
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Snizeni erytropoézy lze dosahnout inhibici signalizace JAK2 nékterym z jejich inhibitort. (Ye et
al. 2014) Uginnost inhibitord JAK2 v riiznych koncentracich byla testovana in vitro piimo na
hematopoetickych  progenitorovych bunkach derivovanych ziPSCs. Jiz pfi derivaci
hematopoetickych progenitorovych bunék ziPSCs byla pozorovana intenzivnéjsi diferenciace
v myeloidni prekurzory v ptipadé iPSCs nesoucich JAK2-V617F mutaci v porovnani s negativnimi
kontrolami bez mutace, coz potvrzuje poznatek, ze tato mutace ma na zvySeni erytropoézy vliv. Pfi
testovani vlivu tii vybranych inhibitortt JAK2 INCB018424, TG101348 a CYT387, bylo zjisteéno, ze
v pripadé prvnich dvou dojde k Uplnému zastaveni a v piipadé tietiho ke zpomaleni bunééné
proliferace a erytroidni diferenciace pii koncentraci 250 nM v podminkéach stimulujicich erytropoézu
bez ohledu na piitomnost JAK2-V617F mutace.(Ye et al. 2014)

Uvedené experimenty ukazuji, Ze soucasnd klinicky pouzivana generace JAK?2 inhibitort
nedokaze selektivné zablokovat mutantni JAK?2 kinazu, ale iPSC linie derivované z bunék pacientd,

jsou vhodnym modelem pro dalsi testovani téchto 1ékd.

Na piedchozich vybranych ptikladech geneticky podminénych poruch krvetvorby jsem uvedla,
Ze je mozné z pacienta odebrat buriky, ziskat z nich iPSCs, opravit v nich pomoci riznych metod
mutantni gen a diferencovat je do pozadovaného bunétného typu nebo mutaci neopravit a po
diferenciaci sledovat jeji projevy na buné&tné urovni in vitro. I kdyz jsou v soucasnosti znamy
protokoly umoznujici rekapitulaci hematopoézy a umoznujici tak diferenciaci hematopoetickych
prekurzoru in vitro (Choi et al. 2012), (Kennedy et al. 2012), je v soucasné dobé z téchto kroki
nejvice limitujici krok diferenciace lidskych iPSCs na multipotentni HSCs, které by bylo mozno
neomezené¢ mnozit e€x Vivo. Takovéto bunky stale zGstavaji ,,svatym gralem* soucasného
hematologického vyzkumu. (Singbrant et al. 2015) Nalezeni spolehlivého zptsobu jak tyto buiiky
ziskat je kliCové nejen pro vyzkum, ale hlavné pro regenerativni medicinu, proto se na zavér své
prace shrnu nejnovéjsi poznatky v této oblasti.

Jiz v roce 2002 bylo zjisténo, ze mysi HSCs, které maji schopnost zcela nahradit odstranénou
mysi kostni dfef, 1ze ziskat transientni expresi pouze jednoho homeotického genu HoxB4 v butikach
odvozenych z mysich EB. (Kyba, Perlingeiro, and Daley 2001) Nasledné se vSak ukazalo, Ze exprese
pouze tohoto genu je nedostacujici pro diferenciaci lidskych embryonalnich kmenovych bunék na
HSCs, a proto je tfeba hledat jiné zptisoby, které by umoznily lidské HSCs reprogramovat ze
somatickych bunék.

Prvni strategie je strategie inspirovana reprogramovanim iPSCs. (Riddell et al. 2014) Autofi
transdukovali pomoci lentivirovych vektori mysi krevni bufiky 36 vybranymi geny, jejichz exprese
je charakteristicka pro HSCs. Takto se jim podafilo ziskat HSCs, které byly schopné nahradit ptivodni
buriky kostni diené. JelikoZ ne v8echny buiiky obsahovaly vSech 36 faktort, bylo mozné nasledné
pomoci PCR analyzy zjistit, které z gent dopravenych na lentitivirovém vektoru jsou v ziskanych
HSCs nejvice zastoupeny, a tudiz pro jejich derivaci nezbytné. Nalezli takto Sestici TF HIf, Runx1tl,
Pbx1, Lmo2, Zfp37, a PrdmS5, které jsou dostacujici pro derivaci mySich HSCs schopnych nahradit
kostni dfefi. Podobné jako Yamanaka, nazvali tyto buiiky indukované hematopoetické kmenové

buiiky (iHSCs, induced hematopoietic stem cells).
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Druha strategie hleda zptisob jak ziskat HSCs diferenciaci z ESCs nebo z iPSCs. (Doulatov et al.
2013) Autoti misto mySich pouzili lidské pluripotentni kmenové buiiky, které nejprve diferencovali
na myeloidni prekurzory a nasledné diferencovali pomoci transdukce vybranych transkripénich
faktorti na HSCs. Zjistili, ze exogenni exprese trojice transkripénich faktort HOXA9, ERG a RORA
je dostacujici k dediferenciaci myeloidnich prekurzort na multipotentni HSCs schopné se
obnovovat, avSak nebyly dostate¢né pro Uplné obnoveni krvetvorby v my$im modelu. Aby doslo
aspon ke kratkodobé produkei krevnich bungk in situ, bylo nutno v burikach exprimovat dalsi dva
transkripéni faktory SOX4 a MYB.

Nevyhodou obou postupti je nutnost umisténi transdukovanych bunék piimo do mysi kostni
diené bez moznosti uskute¢nit vSechny kroky reprogramovani in vitro, jelikoz stale neni piesné
znamé sloZeni mikroprostiedi a signalni drahy nutné k prib&hu kompletni hematopoézy. (Singbrant
et al. 2015) Dokonalé znalost mikroprostiedi kostni diené, ve kterém mutize probéhnout komplexni
hematopoéza, je nezbytna pro zavedeni iPSCs technologie jakoZzto 1é¢by pacientt trpicich geneticky
podminénou poruchou krvetvorby a zaroveii mulze usnadnit modelovani dalSich geneticky

podminénych chorob.

Zaver

Ve své bakalafské praci jsem popsala revoluéni technologii reprogramovani bunék do
pluripotentniho stavu, kterd v uplynulém desetileti zménila pohled na definovani bunééného osudu a
umoznila védcim relativné snadno, pouze pomoci ¢&tyt transkripénich faktorti, manipulovat
epigenetickou informaci diferencovanych somatickych bunék. Za predpokladu bezpecného
dopraveni téchto faktort do bunék beze zmény v genomu, ktera by mohla vést k poruse regulace
bunécného cyklu a nasledné tumorogenezi, predstavuji takto ziskané pluripotentni kmenové bunky
jedine¢ny nastroj pro regenerativni medicinu a vyzkum. Za bezpe¢né povazuji ty metody, které
nezahrnuji integraci terapeutického vektoru do genomu cilové bunky jako naptiklad vyuziti Sendai
virového vektoru, mRNA, proteinti ¢i malych molekul. Nevyhodami v§ech dosud pouzitych metod
ptipravy iPSCs jsou v soucasnosti hlavné ¢asova naro¢nost a nizka vytéznost reprogramovani.

Na prikladech geneticky podminénych poruch krvetvorby jsem popsala nejpouzivanéjsi zptisoby
jak projevy mutace odstranit. Je-li pfesné znamo, o jakou mutaci se jedna, je mozné pomoci
homologni rekombinace nahradit mutované misto opravnou sekvenci. Uginnost homologni
rekombinace lze zvysit pomoci ZFN nebo CRISPR/Cas9 technologii. Takto 1ze napiiklad odstranit
mutaci v buiikach pacientt trpicich SCD nebo PV zpisobenou JAK-V617F mutaci. Neni-li pfi¢inou
nemoci pouze jedna znama mutace, ale vice riznych mutaci v tomtéz genu zpusobujicich jeho
nefunk¢nost jako v piipadé P-talasemii, je vyhodnéjsi vlozit do bezpeéného mista v genomu
terapeuticky vektor nesouci funkéni gen. To umozni 1é¢it celou skupinu pacientti nesoucich rtizné
mutace v tomtéz genu jednotnym postupem bez ohledu na molekularni podstatu jejich mutace.
V ptipadé ziskovych mutaci, které zptisobuji novou nebo zvySenou aktivitu genového produktu, jako
je mutace JAK-V617F, zle testovat latky, které tuto nezadouci aktivitu inhibuji. V tomto pfipadé je
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nutné diferencovat bunky do stavu, ve kterém je mutantni gen pfirozen¢ exprimovan a jeho produkt
se muZze projevit.

Diferenciace pluripotentnich bunék na plnohodnotné hematopoetické kmenové buiky in vitro
zatim neni mozna, i kdyz byla objevena kombinace transkripénich faktori dostate¢na pro
dediferenciaci hematopoetickych progenitorovych bunék ziskanych ziPSCs na HSCs. Stéale
neumime napodobit prostiedi kostni diené, ptfirozenou niku HSCs, kde se béhem Zivota jedince
odehrdvd hematopoéza a které je nezbytné pro spravnou funkci HSCs. Proto povazuji hledani
zpusobu jak ziskat a udrzet HSCs in vitro za jednu z nejdulezitéjsich oblasti vyzkumu v rdmci
bunééné terapie v hematologii. Uspéch v této oblasti je kli¢ovy pro zavedeni vyse shrnutého postupu

do Klinické praxe.
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5 Seznam pouzitych zkratek

Zkratka
AP

CF
ChiP
ESCsC
GFP
HSCs
iHSCs
iPSC
IRES
JAK2
LOS
MEF
MPNs
NBT
ntESCs
PEG

PV
RT-PCR

SCD
SCNT
sgRNA
SSEA1
TTF
X-CGD

ZFN

Anglicky vyznam

alkaline phosphatase

cell fusion

chromatine immnunoprecipitation
embryonic stem cells cycle

green fluorescence protein
hematopoietic stem cells

induced hematopoietic stem cells
induced pluripotent stem cells
internal ribosome entry site
Janus kinase 2

large offspring syndrome

mouse embryonic fibroblast
myeloproliferative neoplasms
nitroblue tetrazolium

nuclear transfer embryonic stem cells

polyethyleneglycol

polycythemia vera

reverse transcription polymerase
chain reaction

sickle cell disease

somatic cell nuclear transfer

small guide ribonucleotic acid
stage specific embryonic antigen 1
tail tip fibroblast

X-linked chronic granulomatous
disease
zinc finger nuclease

6 Seznam obrazkul a tabulek

Cesky vyznam

alkalicka fosfataza

bunécna fuze

imunoprecipitace chromatinu

cyklus embryondlnich kmenovych bunék
zeleny fluorescencni protein
hematopoetické kmenové buriky
indukované hematopoetické kmenové bunky
indukované pluripotentni kmenové buriky
misto pro vnitini nasednuti ribosomu
Janusova kindza 2

syndrom velkého potomstva

mysi embryonalni fibroblasty
myeloproliferativni poruchy

tetrazoliovd modf

embryonalni burnky vzniklé pfenosem jader
polyetylenglykol

prava polycytémie

polymerazové fetézova reakce spojena s
reverzni transkripci

srpkovitd anémie

prenos jader télnich bunék

mala vodici ribonukleova kyselina

stadiové specificky embryonalni antigen 1
fibroblasty z konce ocasu

X-vazana chronickd granulomatdézni choroba

nukledzy se zinkovymi prsty

Obrazek 1: Schematické zndzornéni funkce genového fuzniho systému. [16]......cccccvveevcrireennns 4
Obrazek 2: Mapa lentivirového vektoru STEMCCA. [30] ....oviiiiiiiiiiriiee et 8
Obrazek 3: Schematické zobrazeni Sendai virového vektoru. [24].......ccooveviinveeeeeeeeiecireeeee e, 9
Obrazek 4: Mapa piggyBac transpozonu. [36] ......ccevciuieiiiiiieiiiiieeeeciiee e erireeessrre e e esaae e e esareeeeas 11
Obrazek 5: Znazornéni postupu pii VYUZiti iPSCS. [1]..eeeiiiiiiieiiiiiieeeiee e 15
Obrazek 6: Znazornéni postupu pfi opravé bodové mutace. [53]....cccceeevviieieiiiieeeciiieee e, 17
Obrazek 7: Postup pfi léCbé pacienta trpiciho B-talasemii. [55]....cccccveeeeiiiieiiiiiiieeeiieee e, 18
Tabulka 1 Tabulka vybranych molekul. .........c..oooiiiiiiiiie e e 14

23



7 Pouzita literatura

Reference oznacené * jsou sekunddrni zdroje a review

Blau, Helen M., Choy Pik Chiu, and Cecelia Webster. 1983. “Cytoplasmic Activation of Human Nuclear
Genes in Stable Heterocaryons.” Cell 32 (4): 1171-80. d0i:10.1016/0092-8674(83)90300-8.

Brambrink, Tobias, Ruth Foreman, G Grant Welstead, Christopher J Lengner, Marius Wernig, and
Heikyung Suh. 2008. “Sequential Expression of Pluripotency Markers during Direct
Reprogramming of Mouse Somatic Cells.” Cell Stem Cell 2 (2): 151-59.
doi:10.1016/j.stem.2008.01.004.

Briggs, R, and T J King. 1952. “Transplantation of Living Nuclei From Blastula Cells into Enucleated
Frogs’ Eggs.” Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 38
(5): 455-63. doi:10.1073/pnas.38.5.455.

Carey, Bryce W, Styliani Markoulaki, Jacob Hanna, Kris Saha, Qing Gao, Maisam Mitalipova, and
Rudolf Jaenisch. 2009. “Reprogramming of Murine and Human Somatic Cells Using a Single
Polycistronic Vector.” Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 106 (1): 157-62. doi:10.1073/pnas.0811426106.

Chang, Chia-Wei, Yi-Shin Lai, Kevin M Pawlik, Kaimao Liu, Chiao-Wang Sun, Chao Li, Trenton R
Schoeb, and Tim M Townes. 2009. “Polycistronic Lentiviral Vector for ‘Hit and Run’
Reprogramming of Adult Skin Fibroblasts to Induced Pluripotent Stem Cells.” STEM CELLS 27
(5). Wiley Subscription Services, Inc., A Wiley Company: 1042-49. doi:10.1002/stem.39.

Cho, Hyun-jai, Choon-soo Lee, Yoo-wook Kwon, Jae Seung Paek, Sun-hee Lee, Jin Hur, Eun Ju, et al.
2010. “Protein-Based Reprogramming without Genetic Manipulation Induction of Pluripotent Stem
Cells from Adult Somatic Cells by Protein-Based Reprogramming without Genetic Manipulation”
116 (3): 386-95. doi:10.1182/blood-2010-02-269589.

Choi, Kyung Dal, Maxim A. Vodyanik, Padma Priya Togarrati, Kran Suknuntha, Akhilesh Kumar, Fnu
Samarjeet, Mitchell D. Probasco, et al. 2012. “Identification of the Hemogenic Endothelial
Progenitor and Its Direct Precursor in Human Pluripotent Stem Cell Differentiation Cultures.” Cell
Reports 2 (3). The Authors: 553-67. doi:10.1016/j.celrep.2012.08.002.

Dong, Alisa, Stefano Rivella, and Laura Breda. 2013. “Gene Therapy for Hemoglobinopathies: Progress
and Challenges.” Translational Research 161 (4): 293—-306. doi:10.1016/j.trsl.2012.12.011.*

Doulatov, Sergei, Linda T. Vo, Stephanie S. Chou, Peter G. Kim, Natasha Arora, Hu Li, Brandon K.
Hadland, et al. 2013. “Induction of Multipotential Hematopoietic Progenitors from Human
Pluripotent Stem Cells via Respecification of Lineage-Restricted Precursors.” Cell Stem Cell 13 (4):
459-70. doi:10.1016/j.stem.2013.09.002.

Elsdale, T R, J B Gurdon, and M Fischberg. 1960. “A Description of the Technique for Nuclear
Transplantation in Xenopus Laevis.” Development (Cambridge, England) 8 (4): 43744,
http://dev.biologists.org/content/8/4/437 .abstract\npapers3://publication/uuid/34D23BC3-4103-
4A83-BDA7-87CD657652E09.

Fusaki, Noemi, Hiroshi Ban, Akiyo Nishiyama, Koichi Saeki, and Mamoru Hasegawa. 2009. “Efficient
Induction of Transgene-Free Human Pluripotent Stem Cells Using a Vector Based on Sendai Virus,
an RNA Virus That Does Not Integrate into the Host Genome.” Proceedings of the Japan Academy.
Series B, Physical and Biological Sciences 85 (8): 348-62. doi:10.2183/pjab.85.348.

Hanna, J., M. Wernig, S. Markoulaki, C.-W. Sun, A. Meissner, J. P. Cassady, C. Beard, et al. 2007.
“Treatment of Sickle Cell Anemia Mouse Model with iPS Cells Generated from Autologous Skin.”
Science 318 (5858): 1920-23. doi:10.1126/science.1152092.

Higuchi, Akon, Qing-Dong Ling, S Suresh Kumar, Murugan a Munusamy, Abdullah a Alarfaj, Yung
Chang, Shih-Hsuan Kao, Ke-Chen Lin, Han-Chow Wang, and Akihiro Umezawa. 2014.
“Generation of Pluripotent Stem Cells without the Use of Genetic Material.” Laboratory
Investigation; a Journal of Technical Methods and Pathology 00 (300). Nature Publishing Group:
1-17. doi:10.1038/labinvest.2014.132.*

Hou, P, Y Li, X Zhang, C Liu, J Guan, H Li, T Zhao, et al. 2013. “Pluripotent Stem Cells Induced from
Mouse Somatic Cells by Small-Molecule Compounds.” Science 341 (6146): 651-54.
doi:10.1126/science.1239278.

Ichida, Justin K, Joel Blanchard, Kelvin Lam, Esther Y Son, Julia E Chung, Dieter Egli, Kyle M Loh, et
al. 2009. “A Small-Molecule Inhibitor of Tgf-p Signaling Replaces Sox2 in Reprogramming by
Inducing Nanog.” Cell Stem Cell 5 (5): 491-503. doi:http://dx.doi.org/10.1016/j.stem.2009.09.012.

Ingram, V M. 1956. “A Specific Chemical Difference between the Globins of Normal Human and Sickle-
Cell Anaemia Haemoglobin.” Nature 178 (4537): 792-94. doi:10.1038/178792a0.

24



Jia, Fangjun, Kitchener D Wilson, Ning Sun, Deepak M Gupta, Mei Huang, Zongjin Li, Robert C
Robbins, Mark A Kay, Michael T Longaker, and Joseph C Wu. 2010. “A Nonviral Minicircle
Vector for Deriving Human iPS Cells.” Nature Methods 7 (3): 197-99. doi:10.1038/nmeth.1426.

Judson, Robert L, Joshua E Babiarz, Monica Venere, and Robert Blelloch. 2009. “Embryonic Stem Cell-
Specific microRNAs Promote Induced Pluripotency.” Nat Biotech 27 (5). Nature Publishing Group:
459-61.

Kennedy, Marion, Geneve Awong, Christopher M. Sturgeon, Andrea Ditadi, Ross LaMotte-Mohs, Juan
Carlos Zuniga Pflicker, and Gordon Keller. 2012. “T Lymphocyte Potential Marks the Emergence
of Definitive Hematopoietic Progenitors in Human Pluripotent Stem Cell Differentiation Cultures.”
Cell Reports 2 (6): 1722-35. doi:10.1016/j.celrep.2012.11.003.

Kim, D, C-H Kim, J-1 Moon, Y-G Chung, M-Y Chang, B-S Han, S Ko, et al. 2010. “Generation of
Human Induced Pluripotent Stem Cells by Direct Delivery of Reprogramming Proteins.” Cell Stem
Cell 4 (6): 472—-76. do0i:10.1016/j.stem.2009.05.005.Generation.

Kralovics, Robert, Robert Kralovics, Soon-siong Teo, Soon-siong Teo, Sai Li, Sai Li, Alexandre
Theocharides, et al. 2006. “Acquisition of the V617F Mutation of JAK2 Is a Late Genetic Event in
a Subset of Patients with Myeloproliferative Disorders.” Cancer 108 (4): 1377-80.
doi:10.1182/blood-2005-11-009605.Supported.

Kyba, M, R C R Perlingeiro, and G Q Daley. 2001. “HoxB4 Confers Definitive Lymphoid-Myeloid
Engraftment Potential on Embryonic Stem Cell and Yolk Sac Hematopoietic Progenitors.” Cell
109: 29-37. http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0092867402006803papers://e4e91285-
7e3b-4e20-9d75-546bc15a52f8/Paper/p352.

Li, Yangin, Qiang Zhang, Xiaolei Yin, Weifeng Yang, Yuanyuan Du, Pingping Hou, Jian Ge, et al. 2011.
“Generation of iPSCs from Mouse Fibroblasts with a Single Gene, Oct4, and Small Molecules.”
Cell Research 21 (1). Nature Publishing Group: 196-204. doi:10.1038/cr.2010.142.

Lin, Tongxiang, and Shouhai Wu. 2015. “Reprogramming with Small Molecules instead of Exogenous
Transcription Factors.” Stem Cells International 2015. doi:10.1155/2015/794632.*

Lyssiotis, Costas A, Ruth K Foreman, Judith Staerk, Michael Garcia, Divya Mathur, Styliani Markoulaki,
Jacob Hanna, et al. 2009. “Reprogramming of Murine Fibroblasts to Induced Pluripotent Stem Cells
with Chemical Complementation of KIf4.” Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 106 (22): 8912-17. doi:10.1073/pnas.0903860106.

Maherali, Nimet, and Konrad Hochedlinger. 2008. “Protocol Review Guidelines and Techniques for the
Generation of Induced Pluripotent Stem Cells.” Stem Cell 3 (6). Elsevier Inc.: 595-605.
doi:10.1016/j.stem.2008.11.008.*

Mabherali, Nimet, Rupa Sridharan, Wei Xie, Jochen Utikal, Sarah Eminli, Katrin Arnold, Matthias
Stadtfeld, et al. 2007. “Directly Reprogrammed Fibroblasts Show Global Epigenetic Remodeling
and Widespread Tissue Contribution.” Cell Stem Cell 1 (1): 55-70. doi:10.1016/j.stem.2007.05.014.

Mali, Prashant, Bin-Kuan Chou, Jonathan Yen, Zhaohui Ye, Jizhong Zou, Sarah Dowey, Robert A
Brodsky, et al. 2010. “Butyrate Greatly Enhances Derivation of Human Induced Pluripotent Stem
Cells by Promoting Epigenetic Remodeling and the Expression of Pluripotency-Associated Genes.”
STEM CELLS 28 (4). Wiley Subscription Services, Inc., A Wiley Company: 713-20.
doi:10.1002/stem.402.

Matthias Stadtfeld, Masaki Nagaya, Jochen Utikal, Gordon Weir, and Konrad Hochedlinger. 2014,
“Induced Pluripotent Stem Cells Generated without Viral Integration.” Science 322 (5903): 945-49.
doi:10.1126/science.1162494.Induced.

Mikkelsen, T S, J Hanna, X Zhang, M Ku, M Wernig, P Schorderet, B E Bernstein, R Jaenisch, E S
Lander, and A Meissner. 2008. “Dissecting Direct Reprogramming through Integrative Genomic
Analysis.” Nature 454 (7200): 49-55. doi:10.1038/nature07056.

Minal Patel & Shuying Yang. 2011. “Advances in Reprogramming Somatic Cells to Induced Pluripotent
Stem Cells.” Stem Cell Rev. 6 (3): 367—80. doi:10.1007/s12015-010-9123-8.Advances.*

Morris, Samantha A, and George Q Daley. 2013. “A Blueprint for Engineering Cell Fate: Current
Technologies to Reprogram Cell Identity.” Cell Research 23 (1). Nature Publishing Group: 33-48.
doi:10.1038/cr.2013.1.*

Mukherjee, Sayandip, Giorgia Santilli, Michael P. Blundell, Susana Navarro, Juan A. Bueren, and Adrian
J. Thrasher. 2011. “Generation of Functional Neutrophils from a Mouse Model of X-Linked
Chronic Granulomatous Disorder Using Induced Pluripotent Stem Cells.” PLoS ONE 6 (3): 1-10.
doi:10.1371/journal.pone.0017565.

Okita, Keisuke, Tomoko Ichisaka, and Shinya Yamanaka. 2007. “Generation of Germline-Competent
Induced Pluripotent Stem Cells.” Nature 448 (7151): 313-17. doi:10.1038/nature05934.

Okita, Keisuke, Masato Nakagawa, Hong Hyenjong, Tomoko Ichisaka, and Shinya Yamanaka. 2008.
“Generation of Mouse Induced Pluripotent Stem Cells Without Viral Vectors.” Science 322 (5903):

25



949-53.

Papapetrou, Eirini P, Gabsang Lee, Nirav Malani, Manu Setty, Isabelle Riviere, Laxmi M S Tirunagari,
Kyuichi Kadota, et al. 2011. “Genomic Safe Harbors Permit High B-Globin Transgene Expression
in Thalassemia Induced Pluripotent Stem Cells.” Nature Biotechnology 29 (1): 73-78.
d0i:10.1038/nbt.1717.

Riddell, Jonah, Roi Gazit, Brian S. Garrison, Guoji Guo, Assieh Saadatpour, Pankaj K. Mandal, Wataru
Ebina, et al. 2014. “Reprogramming Committed Murine Blood Cells to Induced Hematopoietic
Stem Cells with Defined Factors.” Cell 157 (3). Elsevier Inc.: 549-64.
doi:10.1016/j.cell.2014.04.006.

Ringertz, N R, S a Carlsson, T Ege, and L Bolund. 1971. “Detection of Human and Chick Nuclear
Antigens in Nuclei of Chick Erythrocytes during Reactivation in Heterokaryons with HeLa Cells.”
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 68 (12): 3228-32.
doi:10.1073/pnas.68.12.3228.

Sebastiano, Vittorio, and ML Maeder. 2011. “In Situ Genetic Correction of the Sickle Cell Anemia
Mutation in Human Induced Pluripotent Stem Cells Using Engineered Zinc Finger Nucleases.”
Stem ... 29 (11): 1717-26. doi:10.1002/stem.718.In.

Singbrant, Sofie, Peter van Galen, Daniel Lucas, Grant Challen, Derrick J. Rossi, and George Q. Daley.
2015. “Two New Routes to Make Blood: Hematopoietic Specification from Pluripotent Cell Lines
versus Reprogramming of Somatic Cells.” Experimental Hematology 43 (9). ISEH - International
Society for Experimental Hematology: 756-59. doi:10.1016/j.exphem.2015.05.007.*

Slukvin, Igor 1. 2009. “Neoplastic Blood Cells Become Pluripotent.” Blood 114 (27): 5409-10.*

Sommer, Cesar a, Matthias Stadtfeld, George J Murphy, Konrad Hochedlinger, Darrell N Kotton, and
Gustavo Mostoslavsky. 2009. “Induced Pluripotent Stem Cell Generation Using a Single Lentiviral
Stem Cell Cassette.” Stem Cells 27 (3): 543-49. doi:10.1634/stemcells.2008-1075\rstemcells.2008-
1075 [pii].

Stadtfeld, M., and K. Hochedlinger. 2010. “Induced Pluripotency: History, Mechanisms, and
Applications.” Genes & Development 24 (20): 2239-63. doi:10.1101/gad.1963910.*

Stadtfeld, Matthias, Nimet Maherali, David T Breault, and Konrad Hochedlinger. 2008. “Defining
Molecular Cornerstones during Fibroblast to iPS Cell Reprogramming in Mouse.”
d0i:10.1016/j.stem.2008.02.001.

Tada, Masako, Yousuke Takahama, Kuniya Abe, Norio Nakatsuji, and Takashi Tada. 2001. “Nuclear
Reprogramming of Somatic Cells by in Vitro Hybridization with ES Cells.” Current Biology 11
(19): 1553-58. d0i:10.1016/S0960-9822(01)00459-6.

Tada, Sako, Takashi Tada, Louis Lefebvre, Sheila C. Barton, and M. Azim Surani. 1997. “Embryonic
Germ Cells Induce Epigenetic Reprogramming of Somatic Nucleus in Hybrid Cells.” EMBO
Journal 16 (21): 6510-20. doi:10.1093/emboj/16.21.6510.

Takahashi, Kazutoshi, Koji Tanabe, Mari Ohnuki, Megumi Narita, Tomoko Ichisaka, Kiichiro Tomoda,
and Shinya Yamanaka. 2007. “Induction of Pluripotent Stem Cells from Adult Human Fibroblasts
by Defined Factors.” Cell 131 (5): 861-72. doi:10.1016/j.cell.2007.11.019.

Takahashi, Kazutoshi, and Shinya Yamanaka. 2006. “Induction of Pluripotent Stem Cells from Mouse
Embryonic and Adult Fibroblast Cultures by Defined Factors.” Cell 126 (4): 663—76.
d0i:10.1016/j.cell.2006.07.024.

Varas, Florencio, Matthias Stadtfeld, Luisa de Andres-Aguayo, Nimet Maherali, Alessandro di Tullio,
Lorena Pantano, Cedric Notredame, Konrad Hochedlinger, and Thomas Graf. 2009. “Fibroblast-
Derived Induced Pluripotent Stem Cells Show No Common Retroviral VVector Insertions.” Stem
Cells (Dayton, Ohio) 27 (2): 300-306. doi:10.1634/stemcells.2008-0696.

Wang, Quan, Xinxiu Xu, Jun Li, Jing Liu, Haifeng Gu, Ru Zhang, Jiekai Chen, et al. 2011. “Lithium, an
Anti-Psychotic Drug, Greatly Enhances the Generation of Induced Pluripotent Stem Cells.” Cell
Research 21 (10). Nature Publishing Group: 1424-35. doi:10.1038/cr.2011.108.

Wang, Yixuan, Chen-Guang Zheng, Yonghua Jiang, Jigin Zhang, Jiayu Chen, Chao Yao, Qingguo Zhao,
et al. 2012. “Genetic Correction of B-Thalassemia Patient-Specific iPS Cells and Its Use in
Improving Hemoglobin Production in Irradiated SCID Mice.” Cell Research 22 (4). Nature
Publishing Group: 637-48. do0i:10.1038/cr.2012.23.

Warren, Luigi, Philip D Manos, Tim Ahfeldt, Yuin-Han Loh, Hu Li, Frank Lau, Wataru Ebina, et al.
2016. “Highly Efficient Reprogramming to Pluripotency and Directed Differentiation of Human
Cells with Synthetic Modified mRNA.” Cell Stem Cell 7 (5). Elsevier: 618-30.
doi:10.1016/j.stem.2010.08.012.

Wernig, M, A Meissner, R Foreman, T Brambrink, M Ku, K Hochedlinger, B E Bernstein, and R
Jaenisch. 2007. “In Vitro Reprogramming of Fibroblasts into a Pluripotent ES-Cell-like State.”
Nature 448 (7151): 318-24. doi:nature05944 [pii]\r10.1038/nature05944.

26



Wilmut, I, A E Schnieke, J McWhir, A J Kind, and K H S Campbell. 1997. “Viable Offspring Derived
from Fetal and Adult Mammalian Cells.” Nature 385 (6619): 810-13.
http://dx.doi.org/10.1038/385810a0.

Wilson, Matthew H, Craig J Coates, and Alfred L George Jr. 2007. “PiggyBac Transposon-Mediated
Gene Transfer in Human Cells.” Molecular Therapy 15 (1): 139-45. doi:10.1038/sj.mt.6300028.

Woltjen, Knut, lacovos P Michael, Paria Mohseni, and Ridham Desai. 2013. “Europe PMC Funders
Group piggyBac Transposition Reprograms Fibroblasts to Induced Pluripotent Stem Cells” 458
(7239): 766-70. doi:10.1038/nature07863.piggyBac.

Yamanaka, Shinya, and Helen M. Blau. 2010. “Nuclear Reprogramming to a Pluripotent State by Three
Approaches” 18 (9): 1199-1216. doi:10.1016/j.micinf.2011.07.011.Innate.*

Yang, Jian, and Ming Hong Shen. 2006. “Nuclear Reprogramming: Methods and Protocols.” In , edited
by Steve Pells, 59-66. Totowa, NJ: Humana Press. doi:10.1385/1-59745-005-7:59.*

Yang, Xiangzhong, Sadie L Smith, X Cindy Tian, Harris a Lewin, Jean-Paul Renard, and Teruhiko
Wakayama. 2007. “Nuclear Reprogramming of Cloned Embryos and Its Implications for
Therapeutic Cloning.” Nature Genetics 39 (3): 295-302. do0i:10.1038/ng1973.

Yang, Yuanyuan, Xiaobai Zhang, Li Yi, Zhenzhen Hou, Jiayu Chen, Xiaochen Kou, Yanhong Zhao, et al.
2016. “Naive Induced Pluripotent Stem Cells Generated From B-Thalassemia Fibroblasts Allow
Efficient Gene Correction With CRISPR/Cas9.” Stem Cells Translational Medicine 5 (2): 267.
doi:10.5966/sctm.2015-0157erratum .

Ye, Zhaohui, Cyndi F. Liu, Lucie Lanikova, Sarah N. Dowey, Chaoxia He, Xiaosong Huang, Robert A.
Brodsky, Jerry L. Spivak, Josef T. Prchal, and Linzhao Cheng. 2014. “Differential Sensitivity to Jak
Inhibitory Drugs by Isogenic Human Erythroblasts and Hematopoietic Progenitors Generated from
Patient-Specific Induced Pluripotent Stem Cells.” Stem Cells 32 (1): 269-78.
doi:10.1002/stem.1545.

Yu,JY, M a Vodyanik, K Smuga-Otto, J Antosiewicz-Bourget, J L Frane, S Tian, J Nie, et al. 2007.
“Induced Pluripotent Stem Cell Lines Derived from Human Somatic Cells.” Science 318 (5858):
1917-20. doi:10.1126/science.1151526.

Yu, Junying, and James A Thomson. 2006. “Human Embryonic Stem Cells Reprogram Myeloid
Precursors Following Cell-Cell Fusion.” Stem Cells 24: 168-76. doi:10.1634/stemcells.2005-0292.

Yusa, Kosuke, Roland Rad, Junji Takeda, and Allan Bradley. 2009. “Generation of Transgene-Free
Induced Pluripotent Mouse Stem Cells by the piggyBac Transposon.” Nature Methods 6 (5): 363—
69. doi:10.1038/nmeth.1323.

Zhou, Hongyan, Shili Wu, Jin Young Joo, Saiyong Zhu, Dong Wook Han, Tongxiang Lin, Sunia
Trauger, et al. 2009. “Generation of Induced Pluripotent Stem Cells Using Recombinant Proteins.”
Cell Stem Cell 4 (5): 381-84. doi:10.1016/j.stem.2009.04.005.

Zhou, Wenbo, and Curt R. Freed. 2009. “Adenoviral Gene Delivery Can Reprogram Human Fibroblasts
to Induced Pluripotent Stem Cells.” Stem Cells 27 (11): 2667—74. doi:10.1002/stem.201.

Zou, Jizhong, Prashant Mali, Xiaosong Huang, Sarah N Dowey, and Linzhao Cheng. 2011. “Site-Specific
Gene Correction of a Point Mutation in Human iPS Cells Derived from an Adult Patient with Sickle
Cell Disease.” Blood 118 (17): 4599-4608.

Zou, Jizhong, Colin L Sweeney, Bin-kuan Chou, Uimook Choi, Jason Pan, Hongmei Wang, Sarah N
Dowey, Linzhao Cheng, and Harry L Malech. 2011. “Plenary Paper Oxidase-Deficient Neutrophils
from X-Linked Chronic Granulomatous Disease iPS Cells : Functional Correction by Zinc Finger
Nuclease — Mediated Safe Harbor Targeting.” Blood 117 (21): 5561-72. doi:10.1182/blood-2010-
12-328161.

27



