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Buriky s velkym potencialem
2. Charakterizace indukovanych
pluripotentnich bunék

Vétsina bunék dospélého organismu je vysoce funkéné specializovana a ma jen
omezenou schopnost déleni. V r. 2006 objevena metoda pripravy indukovanych
pluripotentnich bunék (iPSC, induced Pluripotent Stem Cells) umoziuje tyto
specializované buiiky vratit zpét ve vyvoji a pripravit z nich buriky podobné buii-
kam raného embrya. Ziskané buiiky jsou pluripotentni, tedy maji schopnost
diferencovat do mnoha riznych bunéénych typi (podrobnéji v prvni ¢asti clanku
v Zivé 2016, 4: 150-154). Reprogramovani télnich (somatickych) bunék v busi-
ky indukované pluripotentni je slozity proces. Buiiky by po reprogramovani mély
spliiovat charakteristické znaky pluripotence, zejména byt schopny neomezené
sebeobnovy a diferencovat do vsech ti'i zirode¢nych vrstev - ektodermu, mezo-
dermu a endodermu. K ovéreni ispésnosti reprogramovani a potvrzeni identity
a kvality vytvorenych iPS bunék lze vyuzit skalu biologickych metod od jedno-
duchého hodnoceni morfologie po charakterizaci zmeén na epigenetické, genové
a bilkovinné (proteinové) tirovni. DalSim a zaroven nejprisnéjsim hlediskem je
hodnoceni funkéni pluripotence. Funkéni charakteristika zahrnuje in vitro dife-
renciaci iPS bunék a potvrzeni pritomnosti bunék vsech tfi zarodecnych vrstev
a in vivo hodnoceni pluripotence, tedy sledovani vzniku bunék vsech tii zarodec-
nych listii po pfenosu iPS bunék do zivého organismu.

Naivni a nakrocené pluripotentni burnky
Jak embryonalni kmenové buriky, tak s nimi
srovnatelné iPS buitiky se mohou nachazet
ve dvou rtznych stavech z hlediska plu-

ripotence. Jeden stav je ozna¢ovén jako
naivni pluripotence neboli ,,zdkladn{ stav*
(ground state pluripotency), a druhym je
,hakrotend” pluripotence (primed pluripo-
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Morfologie bunék kruhovy tvar, velké jadro, kolonie tésné, ploché
malé mnoZstvi cytoplazmy s ostrymi konci, velké jadro,
malé mnoZstvi cytoplazmy
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tency). Oba tyto stavy se vyznacuji charak-
teristickymi vlastnostmi a pozadavky na
kultiva¢ni média.

Mysi embryonélni kmenové buiiky (Em-
bryonic Stem Cells, ESC), které jsou odvo-
zené z vnitin{ bunééné masy (Inner Cell
Mass, ICM) embrya ve stadiu blastocysty,
se nachdazeji ve stavu naivni pluripotence.
Naivni butiky jsou kultivovany v médiu
obsahujicim cytokin leukemicky inhibi¢ni
faktor (LIF), nebo v médiu s inhibitory GSK3
a MEK kinaz (tzv. 2i médium, tedy dvou-
inhibitorové). Z epigenetického hlediska
se vyznacuji nizkou trovni metylace DNA
a u bunék samiciho pohlavi jsou aktivni
oba chromozomy X (XaXa). Exprimuji tran-
skripcéni faktory specifické pro naivni stav
(viz obr. 1). Tyto buniky maji schopnost p¥i-
spivat k tvorbé chimér — organismi sloze-
nych z bunék rtizného genetického ptivodu
(bliZze v kapitole Chimérické mysi).

Nakrocené pluripotentni buiiky jsou na-
chylnéjsi k diferenciaci a na mysim modelu
odpovidaji postimplantaénimu epiblastu,
jde o tzv. epiblastové kmenové bunky (Epi-
blast Stem Cells, EpiSC). EpiSC jsou kulti-
vovany v médiu s fibroblastovym ristovym
faktorem (FGF) a aktivinem (rdstovym fak-
torem, ktery se mimo jiné podili na regula-
ci rozmnozovani, hojeni ran a vyvoji mno-
ha organti). Vyznacuji se vysokou trovni
metylace DNA a v samicich burikach se na-
chazi jeden aktivovany a jeden inaktivova-
ny chromozom X (XaXi). Aktivné exprimu-
ji geny spojené s EpiSC (obr. 1). Na rozdil
od naivnich bunék k tvorbé chimér p¥ispi-
vaji velice omezené nebo viibec (vnesené
buriky se funkéné nezacleni do vyvijejictho
se embrya a postupné zaniknou). Lidské
ESC a ESC hospodétskych zvifat odpovida-
ji svymi vlastnostmi nakro¢enym burikam,
i kdyZ jsou odvozeny z ICM blastocysty.
Stejné tak lidské iPS (human, hiPS) buiiky
maji vlastnosti nakro¢enych bunék. Nakro-
¢ené iPS buriky ¢lovéka a nékterych hos-
podatskych zvifat jsme schopni zménit
v buriky s vlastnostmi podobnymi naiv-
nim pluripotentnim burikdm, a to zménou
média na 2i médium s LIF a forskolinem,
aktivatorem adenylat cykldzy — enzymu
produkujiciho v buiice cyklicky adenosin-
monofosfat (cAMP), ktery pak slouZi jako
signal aktivujici dalsi bunécné déje.

Tvar bunék

Bé&hem kultivace 1ze buitky hodnotit na
zakladé jejich morfologie, tvorby kolonii
a mitotické aktivity (rychlosti buné¢ného
déleni). Morfologie iPS bunék je podob-
né ESC ptislusného druhu. Kolonie my-
$ich iPS (mouse, miPS) bunék maji kruho-
vy, lehce vypoukly tvar, bunky v rdmci
kolonie k sobé tésné priléhaji, maji velké
jadro a malé mnozZstvi cytoplazmy. Také
u hiPS bunék vznikaji tésné kolonie, buni-
ky obsahuji velké jadro a malé mnozstvi
cytoplazmy, ale celé kolonie jsou ploché
a s ostrymi vybézky. Praseci iPS buiiky

1 Naivni a nakro¢ené pluripotentni
buriky. Pluripotentni kmenové bunky
(embryonalni — ESC a indukované — iPSC)
se mohou vyskytovat v jednom ze dvou
blizkych, ale ne identickych stavt pluri-
potence. Srovnéni metody odvozeni

a charakteristické vlastnosti obou typt.
Vysvétleni zkratek a podrobnosti v textu
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2 Kolonie prasec¢ich iPS bunék kultivo-
vana na podpurnych mysich fibroblastech
3 Funkéni hodnoceni pluripotence.
Buriky je mozné pfimo diferencovat in
vitro do riznych bunéénych populaci (A).
Schopnost tvofit teratomy (B): iPSC jsou
injikovdny imunodeficientnim mys$im
(tedy s potlacenym imunitnim systé-
mem) do podkoZ{ na hibetu. Za 3-8 tydnt
se spontdnné zacnou tvofit teratomy —
nadory sloZené ze smési nediferencova-
nych a diferencovanych bunék. K proka-
zani pluripotence testovanych bunék
musi byt v teratomu nalezeny tkané
vSech t¥{ zdrodecnych listd — ektodermu,
mezodermu a endodermu. Schopnost
tvorby chimérickych mysi (C): iPS bunky
jsou injikovany do mysi blastocysty

a blastocysta je pfenesena do nahradni
matky (P — parentédlni generace). Poté se
hodnoti pfispéni do jednotlivych tkéni
potomki (F, — filidlni generace). Pokud
se vnesené buiiky zac¢lenily do zérodecné
linie, v nasledujici F, generaci nalezneme
mysi geneticky identické s vnesenymi
burikami. Tetraploidni komplementace (D).
Dvoubunééné embryo se pomoci
elektrofiize spojf a vznikne jednobunécné
embryo, které ma zdvojnésobenou dédic-
nou informaci — ze dvou sad chromozomu
2n (diploidni) se stanou ¢tyfi sady chro-
mozomu 4n (tetraploidni). Takto upravené
embryo se muze vyvinout do stadia blasto-
cysty, kde k nému injikujeme iPSC, které
jsou diploidni. Diploidni iPS buriky zalozi
novy vyvijejici se plod a z tetraploidnich
bunék se stanou extraembryonalni tkané.
Orig. K. Vodickové Kepkové (obr. 1 a 3)

jsou na obr. 2 a v prvnim dilu na obr. 4 (Ziva
2016, 4 a také na webové strénce Zivy).
Pro rychlé ovéteni pluripotence lze po-
uzit barveni kolonii bunék na pfitomnost
alkalické fosfatazy (AP) — enzymu, ktery je
pro iPS buriky a ESC typicky. Klasické bar-
veni na alkalickou fosfatdzu oznaci nedi-
ferencované buriky (iPSC, ESC) do cerve-
na. Nevyhodou je, Ze tato metoda buiiky
usmrti. Byly proto vyvinuty netoxické fluo-
rescencni substraty, které umoziuji sta-
novit aktivitu fosfatdzy v zivych buikéch.
Barveni 1ze diky tomu vyuZit v kratké dobé
po reprogramovani pro selekci tspésné
reprogramovanych bunék.

Epigenetika

Kromsé vlastni genetické informace zako-
dované v posloupnosti nukleotidid v DNA
existuje jesté epigenetickd informace, ktera
ovliviiuje, jak se geny projevuji (o epigene-
tice viz napt. Ziva 2014, 6: 269-270). P¥i-
kladem epigenetické informace je metylace
DNA (baze cytozin) a metylace ¢i acetyla-
ce histonti — proteint, kolem nichz je DNA
sbhalena. Vétsina télnich bunék obsahuje
stejnou genetickou informaci jako embryo
nebo iPS buriky a ESC, ale epigeneticka
regulace urcuje, které geny budou v buii-
kéach aktivni, a tak rozhoduje o jejich feno-
typu. ProtoZe ze zygoty vznikaji vSechny
buriky organismu, museji se tyto epigenetic-
ké znaky béhem embryogeneze ,,resetovat®
(navratit do ptvodniho stavu). Obdobné
mus{ k tomuto epigenetickému resetu dojit
b&hem reprogramovéni télnich bunék do
iPSC. Ne vzdy ale probéhne dokonale, a tak
se nékdy mezi epigenetickymi znackami
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iPS bunék a ESC vyskytuji rozdily. Pokud
si iPS buriky zachovaji ¢ast epigenetickych
znacek ptivodnich télnich bunék pouZitych
k reprogramovéni, mluvime o epigenetic-
ké paméti. Napf. iPS buiiky odvozené ze
svalovych bunék srdce (kardiomyocytt)
maji vyssi schopnost spontanné diferen-
covat opét do kardiomyocytl nez napft.
iPS buiiky odvozené z koZznich bunék. Dal-
${m ptikladem jsou iPSC z pankreatickych
beta bunék, které snadnéji diferencuji do
bunék produkujicich inzulin. Béhem re-
programovani ale mtze dojit i k ndhodné
epigenetické chybg, kdy vysledné epige-
netické znaky neodpovidaji ani ptivodnim
burikdm, ani ESC. Proto je dulezitou sou-
¢asti charakterizace linif iPSC pfed jejich
vyuzitim i analyza epigenetickych zmén.
Bisulfitovou sekvenaci se da identifikovat
metylace cytozinu v DNA, zejména v ob-
lasti promotort genti spojenych s pluripo-
tenci. OSetieni izolované DNA hydrogen-
cytozin na uracyl. Pokud je ale cytozin
metylovan, je proti zméné chranén. Kdyz
pak takto oSetfenou DNA sekvenujeme,
vime, Ze kazdy cytozin ve vysledné sek-
venci byl ptivodné metylovéan. Epigene-
tické znacky na histonech lze zjistit napf.
metodou chromatinové imunoprecipitace
(vysraZeni na zdkladé reakce antigen-proti-
latka). Pomoci protilatky proti modifikova-
nému histonu se pfitom ze vzorku ,,vychy-

td“ dany histon véetné tiseku DNA, na kte-
ry se vaze. Sekvenaci ziskané DNA urc¢ime,
s jakym genem je konkrétni modifikace
histonu spojena.

Telomerazova aktivita a délka telomer
Konce chromozom1 se pfi bunééném dé-
leni nedokazou dokonale replikovat a po-
kazdé by tak burika ptisla o ¢ast genetické
informace. Proto jsou konce chromozomi
chranény pritomnosti specidlni struktu-
ry — telomery (podrobnéji viz Ziva 2002, 6:
245-248; 2017, 2: 53-57 ana str. 101-107
tohoto ¢isla). Telomery télnich bunék se pii
buné¢ném déleni zkracuji, proto maji tyto
buriky limitovany pocet déleni. V pluripo-
tentnich burikach je aktivni enzym telome-
raza, ktery telomery prodluzuje, a zajistu-
je tak schopnost neomezené sebeobnovy.
Aktivace telomerazy tedy predstavuje dalsi
dulezity znak dspésného reprogramovani.
Indukované pluripotentni buriky s dlouhy-
mi telomerami vytvareji chiméry s vyssi
Gcéinnosti. Aktivni telomeréza je ale také
typické pro buriiky nadorové! Mohlo by se
zdat, Ze aktivita telomerazy by byla pro buii-
ky vyhodn4 a branila by starnuti organis-
mu, ale limitovana Zivotnost télnich bunék
slouZi zaroveni jako pojistka proti neomeze-
nému délen{ typickému pro nadory.

Molekularni charakteristika a karyotyp
Jak bylo zminéno vyse, naivni i nakro¢ené
pluripotentni buriky se vyznacuji expresi
charakteristickych genti. Potvrzeni expre-
se vybranych gent se provadi metodou
kvantitativni reverzni transkripce — poly-
merazoveé fetézové reakce (QRT-PCR), nebo
1ze pomoci metody mikroc¢ipt a sekveno-
vani transkriptomu urcit expresi celého
genomu. Na trovni proteint se vyuziva
zejména metoda imunohistochemie nebo
western blotu, kdy je pfitomnost danych
proteint ovéfena pomoci specifickych pro-
tilatek. I tyto metody slouzi pro ovéfeni
spravného pribéhu reprogramovani bunék
a charakterizaci pluripotence. Jak metoda
gRT-PCR, tak mikro¢ipy potvrdily, ze hiPS
buiiky jsou velmi podobné, ale ne tiplné
identické k ESC, a exprimuji mnoho znak
nediferencovanych bunék. Molekularnimi
metodami musime také potvrdit umléeni
ektopickych (vnesenych do buiky) tran-
skripénich faktord (TF) pouzitych k repro-
gramovani (Oct-4, Sox2, Klf4, c-Myec, p¥i-
padné Lin28 a Nanog, bliZe viz prvni dil
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¢lanku) a aktivaci stejnych faktord ve vlast-
nim genomu buriky. Tento pfechod z expre-
se ektopickych transkripénich faktort na
TF vlastni buiice znamena jeden ze znaki
tUspésné ukonceného reprogramovani.

Molekularnimi metodami mtzeme také
ovéfit schopnost diferenciace do v3ech t¥i
zarodec¢nych vrstev, a to identifikaci aktivi-
ty gent typickych pro jednotlivé vrstvy.

Pfed jakymkoli praktickym pouZitim iPS
bunék je rovnéz dilezité stanovit jejich
karyotyp. Udava pfesny pocet, tvar a veli-
kost chromozom v jadfe buiiky, specific-
ky pro dany druh. Normalni buriky maji dvé
kopie kazdého chromozomu kromé pohlav-
nich. U bungk kultivovanych in vitro ¢asto
dochazi k vyskytu aneuploidii i polyploidif,
kdy se ztrati, nebo naopak zmnozi jednot-
livé chromozomy, nékdy se zmnoZi i celé
chromozomové sady. Zménou poctu chro-
mozomu dochaz{ ke genomové nestabilits,
proto musi byt stanoven karyotyp alze vy-
uzit pouze buriky se spravnou sadou chro-
mozomu. Pfikladem u ¢lovéka je Downtv
syndrom, kdy misto dvou chromozomi 21
jsou tfi (trizomie chromozomu 21).

Funkéni hodnoceni pluripotence
Charakterizace iPS bunék z hlediska jejich
diferencia¢niho potencialu je nejpfisnéj-
$fm hodnocenim pluripotence. Buiiky lze
diferencovat v kultivaénich podminkach
in vitro nebo in vivo.

e Embryoidni téliska (in vitro)
Schopnost iPS bunék a ESC diferencovat
do v8ech tii zdrode¢nych vrstev, a tedy je-
jich pluripotenci lze v podminkéch in vitro
nejsnadnéji ovétit pomoci tvorby embryoid-
nich télisek. Kolonie bunék se misto na pod-
purnou vrstvu mysich fibroblastd vysadi na
povrch, ktery zabranfi jejich pfichyceni. Na-
vic se ptivodni médium, které je udrzovalo
v nediferencovaném stavu (LIF pro miPSC,
FGF a aktivin pro hiPSC) vyméni za mé-
dium obsahujici krevni sérum, jez vyvolava
diferenciaci. P¥ibliZzné po tydenni kultiva-
ci v téchto podminkéch se buriky shluknou
do kulatych mnohobunéénych utvart, p¥i-
pominajicich ¢asné stadium embryonél-
nfho vyvoje. Proto se témto ttvartim fika
embryoidni téliska. Diferenciace bunék
v embryoidnim télisku do jednotlivych za-
rode¢nych vrstev se hodnoti vyse popsa-
nymi molekularnimi metodami — napf. se
pomoci qRT-PCR stanovi exprese znaki
ektodermu (neurofilament 68kD), mezoder-
mu (B-globin) a endodermu (o-fetoprotein).
V diferenciaci bunék lze také pokracovat.
Embryoidni téliska se pfenesou na misky
potazené Zelatinou a déle se kultivuji.
Z téliska po pfisednuti na kultivaéni po-
vrch migruji butiky do okoli. Na takto pésto-
vanych buiikach lze hodnotit morfologii
a opét prispéni do tii zarode¢nych vrstev,
napf. imunocytochemickym barvenim.

o Cilena diferenciace iPS bunék (in vitro)
Diferenciace bunék v rdmci embryoidnich
télisek je necilend a probihé viceméné na-
hodné. Proto se hodi pouze pro ovéteni
diferenciaéniho potencidlu bunék. Postup-
né tak bylo vyvinuto mnoho protokoli pro
cilenou diferenciaci iPS bunék do konkrét-
ni poZadované populace. Casto jde o pomér-
né komplikované metody, kde se buriky
postupné kultivuji v médiich doplnénych
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o riizné rustové faktory. Relativné snadna
je diferenciace iPS bunék do kardiomyocy-
t. UZ po dvou tydnech kultivace lze po-
zorovat shluky bunék, které spontanné biji
(www.youtube.com/watch?v=p-nOVDDA-
vUo, obr. 3A). Také do prekurzord nervo-
vych bunék jsme schopni diferencovat iPS
burikky pomérné jednoduse a rychle, zhru-
ba béhem dvou tydnt. Vytvoreni dospélych
neurontd pozadovaného typu ale naopak
patfi k nejnaroc¢néjsim diferencia¢nim pro-
tokoltim a trvé nékolik mésici.

e Tvorba teratomu (in vivo)
Jednoduchym in vivo testem pluripotence
iPS bunék je tvorba teratomu. Buiiky se
injikuji do podkozi na stranu hibetu imuno-
deficientnim mysim (s potlacenym imunit-
nim systémem). Béhem tf{ tydnt az dvou
mésici se v misté vpichu za¢nou spontanné
tvofit teratomy. Jako teratomy oznacujeme
nadory, které obsahuji smés nediferencova-
nych bunék a tkén{ v8ech t¥{ zdrode¢nych
vrstev. Nadory jsou chirurgicky odiaty a fi-
xovany v 4% paraformaldehydu. Nésled-
né se vzorky zaliji do parafinu a je na nich
provedena histologické analyza barvenim
hematoxylinem a eozinem, pf¥ipadné imu-
nohistochemicky test pro specifické znaky.
Na zakladé histologické analyzy by mély
byt prokdzany tkané vech tif zdrodecnych
vrstev a neméla by se zde vyskytovat tkér
trofoblastu, vnéjsi vrstvy bunék obklopuji-
cich embryo ve stadiu blastocysty (slouzi
k vyzive, vznika z néj placenta; obr. 3B).

o Chimérické mysi (in vivo)

Zda jsou iPS buiiky schopny pfispivat
k normélnimu vyvoji vech tkéni, 1ze hod-
notit na zdkladé schopnosti tvorby chimé-
rickych mysi. Za pomoci mikromanipu-
laéni techniky se injikuje malé mnozstvi
pluripotentnich bunék (10 az 20) do rané-
ho embrya ve stadiu moruly nebo blastocys-
ty. Pokud byly buiiky pfedem fluorescen-
¢né znaceny, mizeme identifikovat jejich
prispéni do formujici se blastocysty pod
mikroskopem. Blastocysty obsahujici iPS
buriky se pak pfenesou do délohy nahrad-
ni matky a ve stanoveném stadiu je moz-
né bud izolovat plody a pozorovat je pod
fluorescenénim mikroskopem, nebo nechat
mys$i z pfenesenych embryi narodit a studo-
vat je jako dospélé. Protoze vnesené buiiky
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v chimérickém organismu vétsinou pti-
spéji jen do nékolika tkani, je pro potvrze-
ni diferencia¢niho potencialu iPS bunék
potfeba hodnotit vétsi pocet zvitat. Pokud
se vnesené buriky zacleni do zarodecné li-
nie, odpovida potomstvo geneticky vnese-
nym iPS buiikdm a ne ptivodni blastocysté
(obr. 3C). Chiméry se daji vytvéret i mezi-
druhové, napf. pfenosem krysich iPSC (rat,
riPSC) do mysi blastocysty. Takto se poda-
filo vytvofit Zivou my$ s krysimi burikami
ve varleti, a tedy s krysi zdrode¢nou linif.

e Tetraploidni komplementace (in vivo)
Tato metoda patii mezi nejp¥isnéjsi testy
prokazani pluripotence iPS bunék. Posky-
tuje dtikaz, Ze jsou iPS buiiky stejné kompe-
tentn{ jako ESC. Buiitky norméalntho diploid-
niho embrya v dvoubuné¢ném stadiu se
pomoci elektrofiize spoji a vznika jedno-
bunécné tetraploidni embryo, schopné nor-
malniho vyvoje do stadia blastocysty. Jeho
plny vyvoj vSak u savcid neni mozny. Ve
stadiu blastocysty se do embrya aplikuji
mikroinjekci normalni diploidni iPS buii-
ky. Tetraploidni butiky ptivodni blastocys-
ty mohou vytvofit extraembryondlni tkdné
(unich polyploidie nevadi), ale vlastni em-
bryo je sloZzeno vyhradné z vnesenych di-
ploidnich iPS bunék. U my$iho modelu
se uspésnost tetraploidni komplementace
konéici narozenim mladat pohybuje kolem
1-3,5 %, ve vétsiné pripadi vsak s kratkou
dobou pfeziti (obr. 3D).

Zavérec¢ny dil vénujeme moZnostem
praktického vyuziti iPS bunék v mediciné.

Vyzkum financuje Ndrodni program udrzi-
telnosti Ministerstva skolstvi, mladeze
a télovychovy (¢. LO1609).

4 Embryoidni téliska pfipravena z pra-
sec¢ich iPS bunék. Buriky jsou ve formé
jednobunécné suspenze umistény na
neadhezivni umélou hmotu a vytvoii
plovouci kulovité shluky (ipky),

v rdmci nichZ spontanné diferencuji.

5 Embryoidni téliska po 14 dnech

v plovouci kultufe vysazena na kultivac-
ni povrch, kde dochézi k dalsi nerizené
diferenciaci. V levém dolnim rohu oblast
ptvodniho t&liska, z niz vyruastaji diferen-
cujici buriky, véetné nervovych (dlouha
vlakna — viz $ipky). Snimky P. Vodicky
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