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Buriky s velkym potencialem
1. Historie indukované pluripotence
a metody pripravy iPS bunék

Indukované pluripotentni burniky (iPSC, induced Pluripotent Stem Cells) jsou
nespecializované (nediferencované) burky, které jsou schopny neomezeného
déleni. Za pomoci specifickych transkripénich faktori (Oct4, Sox2, K1f4 a c-Myc)
vnesenych do buriky se jakdkoli plné diferencovana somaticka burnka dospélého
téla savci muzZe pieménit na buiiku indukovanou pluripotentni. Tento proces
navratu ve vyvoji buiiky od plné specializované zpét na nediferencovanou nazy-
vame reprogramovani. Diky nému jsou iPSC molekularné i funkéné velmi po-
dobné embryonalnim kmenovym buiikam (ESC, Embryonic Stem Cells). Stejné
jako ESC maji schopnost dat vzniknout vsem tiem zarodeénym vrstvam - ekto-
dermu, mezodermu a endodermu. Tim by odpadla kontroverzni otazka vyuziti
lidskych embryi pro tvorbu kmenovych bunék v lékarstvi. Po pridani specifickych
faktort do kultivacniho média mohou iPSC vytvaret vSechny typy bunék, kterych
u cloveéka existuje néco kolem 200. Velkou vyhodou v praktickém vyuziti iPSC je
snadna dostupnost pro reprogramovani, daji se izolovat pfimo z krve nebo kiize
clovéka. Vytvoreni téchto bunék ,,na miru“ pro kazdého pacienta umozni auto-
logni transplantaci (transplantaci vlastnich bunék) a vyhnuti se problémim
s hledanim vhodného dérce se shodnymi imunologickymi parametry. S ohledem
na uvedené vlastnosti by iPSC mohly mit v budoucnu vyznamné zastoupeni v re-
generativni mediciné jako ndhrada buneék a tkani. Vyuzitim reprogramovanych
bunék u riznych typt onemocnéni a jejich pripravou rozdilnymi technikami
reprogramovani se jiz zabyval ¢lanek J. Klimy (Ziva 2016, 1: 7-9).

Buiiky z hlediska vyvojového potencialu
Organismus mnohobunécénych zivocicht
se sklada z velkého poctu riznych typt bu-
nék, jez se navzajem lisi tvarem, funkci, ale
i svym ptvodem a dal§im vyvojovym po-
tencidlem. Vétsinu bunék dospélého mno-
hobunééného Zivocicha tvofi terminalné

diferencované buriky, které plni konkrétni
specializovanou funkci, a i kdyz jsou né-
kdy schopné se délit, nevznikaji z nich uz
bunky jiného typu. Krevni buiriky, neuro-
ny, kozni nebo svalové buiiky piedstavuji
jen nékolik pfikladt z mnoha. Buiiky, kte-
ré jesté neprosly termindalni diferenciaci,
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se oznacuji jako buriky kmenové nebo pre-
kurzory. Rozdil spo¢iva v tom, Ze kmenové
bunky jsou schopny sebeobnovy a expan-
ze (zmnozeni bunéené populace), zatimco
prekurzory nemaji schopnost sebeobnovy
amohou dat vzniknout jen diferencovanéj-
$fm burikdm, neZ jsou samy, nebo buiikdm
terminalné diferencovanym (obr. 1C).
Nediferencované buiiky délime podle
vyvojového potencidlu na totipotentni,
pluri-, multi- a unipotentni. Totipotentni
burikou je zygota a blastomery raného
embrya, z nichZz miize vzniknout embryo
a extraembryonélni tkan. V prabghu rané-
ho vyvoje embrya buiiky zac¢inaji postup-
né ztracet totipotenci a stavaji se pluripo-
tentnimi (obr. 1A). Pluripotence znamenéa
schopnost diferencovat do mnoha bunéc-
nych typt vsech t¥{ vyse uvedenych zaro-
de¢nych vrstev embrya. U mysi k tomu do-
chazi v pribghu patého buné¢ného cyklu.
Béhem 7. buné¢ného cyklu mtizeme v mysi
blastocysté identifikovat skupinu plné pluri-
potentnich bunék, z nichZ pozdé&ji vznika-
ji v8echny tkdné organismu. Tato skupina
se oznac¢uje jako embryoblast nebo vnitini
masa bunék (ICM, Inner Cell Mass) a pravé
z ni jsou odvozené embryonélni kmenové
buriky. ESC maji schopnost dat vznik viem
tfem zarode¢nym vrstvdm a Cdstecné pii-
spivaji k extraembryonaln{ tkani, tedy napf.

1 Vyvojovy potencial bunék. Totipoten-
ce (A) znamena schopnost vytvorfit viech-
ny bunécné typy organismu, ale také
extraembryonaln{ tkdné — napf. embryo-
nalnich obald nebo ¢asti placenty. U savci
je totipotentni pouze zygota (oplozené
vajicko) a blastomery béhem nékolika
prvnich bunéénych déleni. Pluripotenci
(B) nazyvame schopnost diferencovat

v buriky v8ech tii zdrode¢nych vrstev
(ektodermu, mezodermu a endodermu).
Ve stadiu blastocysty jiZ embryo neni
totipotentni, ale ve vnitini mase bunék
(ICM, Inner Cell Mass; zna¢ené oranzoveé)
se nachézeji pluripotentni buriky, z nichz
pozdgji vzniknou vSechny tkané vlastniho
embrya. Z bunék ICM byly kultivaci

in vitro odvozeny embryonalni kmenové
buriky (ESC, Embryonic Stem Cells).

Z epiblastu, specifické ¢asti embrya po
implantaci (modfe znacené) byly podobné&
odvozeny pluripotentni epiblastové kme-
nové buitky (EpiSC, Epiblast Stem Cells).
Priklad multipotence a unipotence (C).

Z multipotentni hematopoetické kmenové
bunky béhem procesu krvetvorby (hema-
topoézy) vznikaji dvé linie, myeloidni

a lymfoidni. Z myeloidnich a lymfoidnich
kmenovych bunék jsou déle odvozeny
prekurzorové buriky, z téch vznikaji pouze
diferencovanéjs{ buriky, dalsi prekurzory
nebo terminalné diferencované buiiky.
Prekurzorové buitky mohou byt multipo-
tentni a unipotentni. Multipotentni burniky
piispivaji k nékolika typtim terminélné
diferencovanych bunék. Jde o myeloblast —
multipotentni prekurzor, z néhoz vychézeji
rtizné druhy bilych krvinek — monocyty,
neutrofilni, bazofilni a eozinofilni granu-
locyty, a lymfoblast, jako prekurzor

T a B lymfocyt. Unipotentni prekurzory
vytvateji vZdy pouze jeden bunéény typ —
proerytroblast je pfedchtidcem Gervenych
krvinek (erytrocytt) a megakaryoblast
krevnich desti¢ek (trombocyti).
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2 Reprogramovani bunék. Metoda jader-
ného prenosu (A) — z oocytu ve stadiu
metafaze II (M II) jsou odstranény meta-
fazni chromozomy (proces enukleace)

a naopak vneseno jadro z terminédlné dife-
rencované buriky (unipotentni). Vzniklé
embryo miZzeme nechat déle vyvijet

in vitro do stadia blastocysty a z jeji ICM
kultivovat NT-ESC (NT — Nuclear Trans-
fer; embryonalni kmenové burky po
jaderném pienosu). Také lze pfenést
vzniklé embryo do délohy nahradni matky
a nechat narodit klon. P¥i bunétné fiizi (B)
po spojeni somatickych bunék s butikami
embryonélnimi vznikne pluripotentni
hybridni linie. Indukované reprogramo-
vani (C) znamend, Ze somaticka burika

je reprogramovana pomoci vneseni tran-
skrip¢nich faktord (TF) za vzniku indu-
kovanych pluripotentnich bunék (iPSC).

embryondlnim obalim a ¢aste¢né placenté.
Pluripotence byla potvrzena i u nékolika
dalsich typt kmenovych bunék. Epiblasto-
vé kmenové buiky (EpiSC, Epiblast Stem
Cells) jsou odvozené z bunék epiblastu —
jedné ze dvou buné¢nych vrstev, ktera dife-
rencuje z ICM po implantaci embrya (viz
obr. 1B). Pluripotentni jsou také nékteré
kmenové buiiky reprodukénich organd,
napf. primordialni zarode¢né buriky a post-
natélni spermatogonialni kmenové buiiky
(MaGSC — Multipotent adult Germ-line
Stem Cells, ES-like buiiky).

V pozdéjsich stadiich embryonalniho
vyvoje se nékteré buriky stavaji multipotent-
nimi a jiné unipotentnimi (napf. hemato-
poetické kmenové buriky, obr. 1C).

Pfisné regulace buné¢ného osudu je pro
mnohobunééné organismy duilezité a jeji
poruchy mohou vést k velmi vazZnym na-
sledktim, napt. ke zhoubnému bujeni. Dlou-
hou dobu proto pfevladal nazor, Ze vyvoj od
bunék kmenovych k diferencovanym je ne-
vratny. Z terminélné diferencované buiky
muZe vzejit jen dalsi burika stejného typu,
z multipotentni kmenové buriky krvetvorby
nemuze napi. nikdy vzniknout neuron.
Béhem experimentt in vitro viak byly po-
stupné nalezeny podminky pro epigenetic-
ké reprogramovani i plné diferencovanych
bunék zpét ve vyvojové potenci.

Metody reprogramovani bunék
Reprogramovani bunék lze provést nékolika
zpusoby. Jde o jaderny pfenos (klonovani),
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bunéénou fizi a navozenou — indukova-
nou pluripotenci. V 50. letech 20. stol. se
rozvinula metoda jaderného pfenosu, po-
moci které je jadro z buitky embrya a poz-
déji i z plné diferencované (unipotentni)
buriky pfeneseno do enukleovaného oocy-
tu (oocyt, z néhoz bylo odstranéno jadro
nebo chromozomy, obr. 2A).

Prvni pokus, ktery provedli Robert Briggs
a Thomas J. King (1952) z Institute for Can-
cer Research and Lankenau Research In-
stitute ve Filadelfii (USA), se tykal jadra
pozdni blastuly, pfeneseného do enukleo-
vaného Zabiho oocytu. Embryo se dale déli-
lo a vyvinulo se do stadia pulce. V 1. 1962
Sir John B. Gurdon uskutecnil prvni jader-
ny pienos plné diferencované buiiky epi-
telu tenkého stieva drapatky vodni (Xeno-
pus laevis) do enukleovaného oocytu. I zde
nésledoval vyvoj az do stadia pulce. Velky
uspéch zaznamenali védci z Roslin Institu-
te univerzity v Edinburgu, kde se po pfeno-
su jader embryonalni bunécné linie naro-
dila jehniata Megan a Morag — prvni savci
klony (Campbell a kol. 1996). Rok na to na
stejném pracovisti vytvorili prvni savéi klon
z jadra dospélé buriky, ovci Dolly, kdyz do
enukleovaného oocytu pfenesli jadro plné
diferencované buriky mlé¢né zlazy (Wilmut
a kol. 1997). Postup pfenosu jadra bunky
dospélého organismu (SCNT, Somatic Cell
Nuclear Transfer) do oocytu byl postupné
uspésné vyuzit ke klonovani dalsich sav-
cu — skotu, prasete, koc¢ky, psa nebo mysi.
Embryo vzniklé v podminkach in vitro mi-
zeme nechat vyvijet do stadia blastocysty
a zjeji ICM kultivovat embryonélni kmeno-
vé buiiky po jaderném prenosu (NT-ESC).
NT-ESC mohou slouzit ke studiu vyvojové
potence, k charakterizaci mezi ESC a NT-
-ESC na molekularni drovni a hodnoceni
na zéakladé funkénich vlastnosti.

Mezi dalsi reprogramovaci techniky pa-
t¥{ bunécna fize, béhem niZz dochazi ke
spojeni somatické buiiky s buiikami em-
bryonalnimi. Vznikne hybridni linie, ktera
nese viechny znaky pluripotence (obr. 2B).

Indukovana pluripotence

Velky zlom ve vyzkumu reprogramovéni
nastal v r. 2006, kdy v japonském Kjétu
K. Takahashi a S. Yamanaka vytvofili prvni
indukované pluripotentni buiiky (iPSC).
Plné diferencované fibroblasty z dospé-
lych mysi byly reprogramovény pomoci
ektopické exprese ¢tyt transkripénich fak-
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toril (TF; exprese gentl, které se v dané tka-
ni normélné neprojevuji), které byly vne-
seny do buiiky pomoci retrovirovych vek-
tort (déle v textu). Ektopické transkripéni
faktory (OSKM — kéd odpovidajici poca-
te¢nim pismentim nazva TF uvedenych
dale v tab. 1) v pribéhu reprogramovani
uml&uji geny spojené s diferenciaci a po-
stupné dochazi k aktivaci genti vedoucich
k pluripotenci. Béhem tohoto procesu
musi somatickd burika projit vyraznymi
transkripénimi a epigenetickymi zménami
(nap¥. Ziva 2014, 6: 269-270) na mnoha
trovnich, které zahrnujf histonové modifi-
kace (acetylace, metylace, ubikvitinace
a fosforylace histoni — bilkovin tvoficich
komplexy s DNA v chromatinu), metylaci
DNA a dal$i zmény chromatinu. DtleZitou
roli zastava i genova regulace pomoci RNA
nekoddujicich proteiny: microRNA (miRNA)
a dlouhych nekédujicich RNA (long non-
-coding RNA, IncRNA). Reprogramovani
trva piiblizné 14 dnd.

PIné diferencovana buiika se nakonec
stavé pluripotentni, morfologicky i funk-
¢né podobnou embryondlnim kmenovym
burikdm (obr. 2C). Prvni iPSC byly podobné
jako ESC schopné sebeobnovy a pfispiva-
ly do v8ech t¥{ zarodeénych vrstev. Tento
objev vzbudil obrovsky zdjem a najednou
se mnoho laboratofi pokouselo vytvorit
iPSC. Postupné se zacaly hledat G¢innéjsi
a bezpe¢néjsi metody reprogramovani. Pu-
vodni metodika Shinya Yamanaky zahr-
nuje pouziti transkripénich faktort, které
mohou ptisobit jako onkogeny a spoustét
tvorbu nddort. Navic byly TF vneseny do
bunék pomoci integrujicich virovych vek-
tort (viz dale), coz muze vést k pferuseni
dtlezité genetické informace, opét s rizi-
kem vzniku zhoubného bujeni nebo jiné
vazné poruchy. Mnoho vylepseni ptivodni
metodiky zahrnuje doru¢eni TF takovym
zpusobem, jenZ nevede k integraci do ge-
nomu a nadhradé onkogennich transkrip-
¢nich faktort (Ziva 2016, 1: 7-9).

Tvorba iPSC

Pokud chceme vytvofit iPSC, musime si
nejprve ujasnit nékolik nalezitosti. Je nutné
vybrat ektopické transkripéni faktory nebo
jejich ndhradu, a stanovit metodu, ktera TF
doruci na misto. Zda chceme t¢inné;jsi vi-
rové vektory, které se integruji do genomu,
nebo radéji pouzijeme metodu bez inte-
grace i za cenu nizsi ic¢innosti. Dilezity je
vybér typu bunék, které budeme reprogra-
movat, protoZe urcité bunécné typy expri-
muji nékteré z TF i v diferencovaném stavu.
Podle typu pouzitych bunék se pak definu-
ji pocate¢ni podminky kultivace. Dale se
musime rozhodnout, jak ovéfime tspésné
reprogramovani bunék (obr. 5).

Transkripéni faktory
Sest transkripénich faktord (OSKMNL —
pocateéni pismena nazvt TF, viz tab. 1)
hraje vyznamnou roli béhem embryogene-
ze a jejich ektopicka exprese umoziiuje
reprogramovani somatickych bunék do
iPSC (obr. 5A). Popis funkce jednotlivych
faktord je uveden rovnéz v tab.1.
Souhrnné lze Fict, Ze Oct4, Nanog a Sox2
jsou klicové faktory pozadované pro rany
embryonalni vyvoj, identitu ESC, sebe-
obnovu a udrzeni pluripotence, zatimco
Klf4 a c-Myc jsou obecnéji reguléatory

ziva.avcr.cz

2016. Pretisk ¢lanku véetné obrazkl se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.



buné¢ného ristu s onkogennim potencia-
lem. P¥i reprogramovani lidskych somatic-
kych bunék proto byly nahrazeny faktory
Lin28 a Nanog.

Vybér ektopickych transkripénich fakto-
rd pro reprogramovani tzce souvisi s ty-
pem bunék, které chceme zménit. Napf.
nervoveé progenitorové buriky exprimuji ve
vétsim mnozstvi endogenni Sox2 a c-Myc,
proto se povedlo vytvofit iPSC z nervo-
vych bunék jen pomoci kombinace dvou
exogennich faktort Oct4/Klf nebo c-Myc/
Oct4. Dulezité pro t¢innost reprogramova-
ni je i ur¢ité mnozstvi TF. Bylo prokazano,
ze nejlepsich vysledkd s transkripénimi
faktory (OSKM) se dosahuje pfi stejném
zastoupeni vSech TF nebo pii trojnasobném
podilu Oct4 oproti ostatnim TF.

Metody doruceni

transkripc¢nich faktort do bunék
Ektopické TF se do buitky mohou dostat
riznymi zpisoby. Mezi nejcastéji pouzi-
vané patii RNA virové vektory odvozené
od ¢eledi Retroviridae, konkrétné retro-
virovy a lentivirovy vektor (o retrovirech
a jejich vyuZiti napt. Ziva 2015, 3: 101-106;
2007, 5: 236—237 a 2006, 1: 6-8). Retrovi-
ry nesou dvé kopie jednofetézcové (sin-
gle stranded) ssRNA+, které v cytoplazmé
podstoupi reverzni transkripci (RNA na
komplementarni cDNA) a po vniknuti do
jadra se virova DNA pomoci enzymu inte-
grazy zacleni do hostitelského genomu.
Retrovirové vektory se integruji pouze do
délicich se bunék a ve vétsim rozsahu se
zaclenuji na specifickd mista v blizkosti
startu transkripce RNA (promotorové ob-
lasti). Lentivirové vektory se integruji i do
nedélicich se bunék, proto ¢asto slouzi
k transdukci (vneseni cizorodé genetické

Tab. 1

informace do buiiky pomoci viru nebo
umélého virového vektoru) bunék, jako
jsou napi. neurony, svalové buriky nebo
makrofagy. Retrovirovym vektorem byly
vytvofeny prvni iPSC. Néasledné se po-
datilo vytvotit pomoci TF (OSKM) a re-
trovirového vektoru lidské (human) iPSC
z koznich fibroblastt. Dalsi lidské hiPSC
byly reprogramovany kombinaci TF (Oct4,
Sox2, Lin28 a Nanog) a lentivirového vek-
toru. Retrovirové a lentivirové vektory maji
oproti jinym metoddm vysokou d¢innost.
Jejich nevyhodou je, Ze se stanou soucasti
genomu a mohou zvysit riziko tvorby na-
dortd vlivem spontanni reaktivace virové
transgeneze. Kvili tomuto potencidlnimu
riziku se hledaly dalsi zpisoby vneseni
transkrip¢nich faktord do bunék. Jde o me-
tody, kdy bud dochazi k integraci do ge-
nomu s moznosti nasledného odstranéni
vloZené sekvence (odstranitelné vektory),
nebo se TF do genomu neintegruji vibec.
Vysledkem jsou iPSC bez trvalé genetické
modifikace. Metody k jejich ptipravé mu-
zeme rozdélit do t¥f skupin (obr. 5B):

o Odstranitelné vektory
Mezi integrujici vektory, které lze nésled-
né z genomu odstranit, miZzeme zafadit
CRE/loxP systém a transpozony. CRE/loxP
systém odstranuje transgenni sekvence z ge-
nomu pomoci Cre rekombinazy. Po odstra-
néni se mohou vyskytnout inzertni muta-
ce a zbytkova exprese transgend. Pomoci
CRE/loxP systému byly reprogramovéany
mys$i a lidské fibroblasty za pouziti kombi-
novaného expresniho vektoru kédujictho
TF OSKM a ten byl posléze z vytvofenych
iPSC kompletné vyjmut.

Transpozony funguji na specifickém me-
chanismu ,,vystfiZeni a vloZeni“. Maji vy-

3 Kolonie iPSC se vyznacuji pfitomnosti
enzymu alkalicka fosfatdza a barvi se
¢ervené. Diferencované builky, z nichz
jsou iPSC odvozeny, tento enzym
neexprimuji a ztistavaji bez zabarveni.

4 Kolonie prasecich iPSC odvozenych
reprogramovanim transkripénimi faktory
Oct4 (exprese zelené), KIf4 a c-Myc

(viz tab. 1). Foto P. Vodicka (obr. 3 a 4)

sokou tc¢innost a velkou kapacitu. Do této
skupiny patii PiggyBac a Sleeping Beauty
transpozony. PiggyBac se zacletiuje do cilo-
vych mist s TTAA nukleotidovou sekven-
cf na chromozomu. VloZeni i vystfiZeni je
provedeno enzymem transpozéazou, ktera
rozpoznd specifickou obracenou repetitiv-

Transkrip¢ni faktory (TF) zastavajici dilezitou ilohu b&hem embryogeneze. Jejich exprese v tkani, kde se normélné

neprojevuji, umoziiuje reprogramovani somatickych bunék do indukovanych pluripotentnich bunék (iPSC).

Zkratka |Nézev proteinu (TF) Pfirozen4 exprese a funkce Uloha pti reprogramovéni

Oct4 (0) Octamer-binding transcription Neoplozené oocyty, embryonalni Vyznam pro vyvoj a udrZzeni pluripotence
factor 4, nazyvany také kmenové buriky (ESC) a primordialni v podminkach in vivo, in vitro. Embrya bez Oct4
Pou5f1 (Pou domain, class 5, buriky; exprimuje se béhem maternalni- | se vyvinou do stadia blastocysty, ale buriky vnitini
transcription factor 1) ho (oocytarniho) vyvoje. masy bunék (ICM) ztréceji schopnost pluripotence.

Sox2 (S) SRY (Sex 39 determining Pracuje spolecné s Oct4 — reguluji Spolu s Oct 4 a Nanog je podstatny

region Y)-box 2 containing gene dtlezité geny zahrnuté v sebeobnoveé pro zachovéni pluripotence embryonalnich
a udrZeni pluripotence. kmenovych bungk.

Klf4 (K) Kriippel-like factor 4 Regulator mnoha bunéénych déju, Pro reprogramovani a ustanoveni iPSC je kriticka
maé vyznamnou ulohu v kontrole piimaé interakce s Oct4 a Sox2. Reprogramovanim
genetické stability. mysich fibroblasti pomoci OSK vzniknou iPSC

funkéné i morfologicky nerozeznatelné
od reprogramovéani pomoci OSKM, ale proces
je zna¢né pomalejsi. Jeho vnesenim do bunék vsak
hrozi riziko vzniku nadort (pfredstavuje onkogen).
c-Myc (M) | homolog virového onkogenu ptaci | Bunéény regulétor ristu a proliferace. | Nékolik dni na zacatku reprogramovéni vyrazné
myelocytomatézy (avian myelocy- zlepsuje rast bunék a urychluje proces,
tomatosis viral oncogene homolog) zaroveni je dulezity pro normalni pribéh
metylace histont. Patfi také mezi onkogeny.

Lin28 (L) Selektivné se vaze k pre-let-7 miRNA Blokovanim let-7 miRNA jako jednoho z dilezitych
a inhibuje jeji expresi v embryonalnich | regulatori diferenciace kmenovych bunék poméha
burikach. udrZet buiiky v nediferencovaném stavu.

Nanog (N) Pfitomen v raném embryu ve stadiu Nezbytny pro udrzeni pluripotence v ESC. Zvy$ena
kompaktni moruly (kulovitého shluku | tvorba Nanog umoziiuje sebeobnovu ESC bez zévis-
bunék pred vznikem blastocysty), losti na vnéjsim dodani ristovych faktort LIF
a v burnikach ICM. Po implantaci embrya | (Leukemia Inhibitory Factor) a BMP4 (Bone Morpho-
se mnozstvi mRNA Nanogu sniZuje. genetic Protein 4) do kultiva¢niho média. LIF
U ¢lovéka a mysi je v pluripotentnich | a BMP4 jsou cytokiny bézné pouzivané ke kultivaci
bunéénych liniich, behem diferenciace | ES bunék v nediferencovaném stavu. Buiiky bez
jeho mnozstvi vyrazné klesa a chybi faktoru Nanog mohou pfekonat reprogramovaci blok
v diferencovanych burikach. diky pfitomnosti vitaminu C.
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A - Transkripéni faktory

B — Metody doruceni

miRNA
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5 Tvorba indukovanych pluripotentnich
bunék. K reprogramovani somatickych
bunék (A) se pouzivaji specifické tran-
skripéni faktory Oct4, Sox2, K1f4, c-Myc,
Nanog a Lin28 (OSKMNL — tab. 1) a malé
nekédujici RNA (microRNA — miRNA)
dilezité pro epigenetickou regulaci
bunééného genomu (blize v textu).

Geny pro transkripéni faktory a miRNA
mohou byt doruceny do bunék nékolika
zpusoby (B). Metody doruceni délime

na integrujici a neintegrujici do hostitel-
ského genomu. Do prvni skupiny patfi
integrujici virové vektory a metody, které
geny vklddaji, ale nasledné je 1ze z genomu
vystfihnout. Do metod neintegrujicich
néleZeji viry a vektory, které se nepotte-
buji zaclenit do hostitelského genomu,

a reprogramovani s vyuzitim mediatorové
RNA (mRNA) a proteinti. Somatické
buriky lze snadno ziskat z krevntho
vzorku nebo biopsii ktize (C). Fibroblasty
z biopsii kiiZe jsou epigeneticky reprogra-
movany TF a miRNA. Reprogramovani
muZzeme podpofit pfiddnim malych mole-
kul (napft. vitaminem C nebo inhibitorem
GSK3-beta kinazy) do kultivatniho média.
Cely proces trva pi¥iblizné dva tydny

a vznikaji iPSC se schopnosti pfispivat
do v8ech zarode¢nych tkéni (ektoderm,
mezoderm a endoderm) a jsou tedy pluri-
potentni stejné jako embryonalni kmenové
buriky. Orig.: K. Vodi¢kova Kepkova

ni sekvenci na koncich transpozont (ITR,
Inverted Terminal Repeat), umozni pohyb
jakékoli sekvence mezi ITR a integraci do
TTAA specifickych mist. Mezi ITR jsou
vloZeny transkrip¢ni faktory, jez chceme
dostat do genomu. Po reprogramovani
muzeme v bulice znovu exprimovat trans-
pozézu a TF jsou z genomu vystfizeny bez
inzerce nebo stop mutace v hostitelském
genomu. Sleeping Beauty (SB) transpoza-
za se jako enzym vaze na IR/DR (Inverted
Repeat/Direct Repeat) mista a vklada trans-
pozonovou sekvenci do TA mist v genomu.
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I Sleeping Beauty transpozdza umoziiuje
vystfizeni vloZeného transpozonu, ale TA
misto ztistane v sekvenci zdvojené (znac-
ka transpozice). Pomoci SB byly vytvore-
ny praseci iPSC z primérnich fibroblastd
Oct4-EGFP transgennich prasat.

e Neintegrujici virové vektory

Tyto vektory jsou odvozeny z vird, které
pro svou normalni funkci nepottebuji
zaclenéni do genomu hostitelské buriky
(napf. adenovirus, Sendai virus a virus
spalnicek). Adenovirovy vektor byl pouzit
k reprogramovani bunék ktize a jater mysi
s velmi malou d¢innosti. Adenovirus ma
vSak dsDNA (dvoufetézcovou — double
stranded DNA) genom, a tak mtiZe pfece jen
integrovat vlastni geny do bunétné DNA,
i kdyz s velmi nizkou frekvenci. Dalsi dva
virové vektory pochazeji z RNA vird. Vyho-
du pfinési jejich replikace v cytoplazmé,
bez rizika zac¢lenéni do genomu. Sendai
RNA virovy vektor mtiZe byt vylepsen tep-
lotné senzitivni mutaci pro snazsi odstrané-
ni virového materidlu z buriky. Tato meto-
da poslouzila k vytvofeni lidskych iPSC
z fibroblastt a CD34* krevnich bunék (pii-
tomnost proteinu CD34 je znakem nékte-
rych somatickych kmenovych bunék).
Mozné se jevi i uplatnéni spalnickového
viru jako vektoru. Spalni¢kovy vektor s Oct4
dohromady s lentivirovym vektorem, ktery
nesl TF (SKM), vedly k dspésnému jader-
nému reprogramovani. PouZity spalni¢kovy
vektor byl odvozeny od bézného vakcinac-
niho kmene. Vzhledem k proockovanosti
populace se jevi jako potencialné vhodny
pro reprogramovani lidskych bunék (Dris-
coll a kol. 2015) bez rizika tiniku modifiko-
vaného viru do bézné populace.

e Ostatni neintegrujici vektory

Mezi neintegrujici vektory patfi také epi-
zomalni a minicircle plazmidy (,,minia-
turni kruhové vektory“). Epizomélni plaz-
midy obsahuji geny oriP a EBNA1 z viru
Epstein-Barrové (lidsky herpesvirus zpi-
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sobujici mimo jiné infekéni mononukleé-
zu). Tyto geny umoziuji plazmidu udrzet
se v burice potfebnou dobu bez zac¢lenéni
do jejtho genomu. I tak se ale vektor po-
stupné béhem déleni bunky vyfedi, az se
Uplné ztrati. Pomoci epizomélnich vekto-
rid s TF byly vytvofeny iPSC bez exogen-
nich gent. Minicircle vektory pfedstavuji
plazmidy minimalni velikosti, nesouci jen
sekvenci vlastnich TF bez bakteridlni ¢i
virové DNA pfitomné ve vétsingé vektora
pouzivanych v genovém inzenyrstvi. To
zvy$uje u¢innost jejich doruceni do buitky
a dobu pfeziti a exprese v burice béhem
reprogramovani. Mysi iPSC vytvofené po-
moci plazmidi z velké ¢asti prokazuji, ze
nedoslo k plazmidové integraci do geno-
mu, ale jejich d¢innost ztstdva nizsi nez
u retrovirové transdukce.

e Reprogramovani bez pouziti vektoru
Nejbezpetnéjsi metodou doruceni tran-
skripénich faktort je obejit stadium integra-
ce do DNA a dodat je ve formé& mediatoro-
vé RNA (mRNA, RNA kédujici protein) nebo
proteinu. Timto zpisobem se zcela vyloudi
riziko jejich trvalého zaélenéni do genomu.
Problém pii vyuziti mRNA znamena jeji
velmi kratka Zivotnost v burice, nedostatec-
na k plnému reprogramovani. Reprogramo-
vani se zdafilo pomoci synteticky modifi-
kované a stabilizované mRNA. Aby mRNA
mohla proniknout do buriky, je nutna elek-
troporace (vytvofeni péri v membrané pii-
sobenim elektrického pulzu) nebo pouziti
komplexu RNA s kationty lipidid pro dosa-
zeni endocytdzy. Savei buriky se také bra-
ni vneseni cizorodé RNA, ktera byva ¢asto
znakem virové infekce, aktivaci interfero-
nové drahy. Interferonovou signalizaci lze
snizit ipravou mRNA. Vlastni efektor tvo-
¥ p¥i reprogramovani transkripéni faktory
ve formé proteint, ale dorucit dostatec-
né mnozstvi proteinu do kazdé buriky je
kyseliny, at uz DNA, nebo RNA. Po pfi-
mém reprogramovani doru¢enymi protei-
ny (OSKM) byly vytvofeny lidské iPSC
z fibroblastd. Dalsim zlepSenim této meto-
dy se stala fize reprogramacnich protei-
nd s bunéénym penetrujicim peptidem
(CPP, Cell Penetrating Peptide), ktery usnad-
ni navazanym molekulam transport pies
bunétné membrany pomoci endocytézy.

Tyto systémy eliminuji dvé rizika — ne-
potiebuji virus a nehrozi u nich integrace
do genomu. Proto se mohou jevit jako bez-
pecny zdroj pro vytvoreni specifickych
iPSC pro konkrétni pacienty.

miRNA

Jako nahradu ektopickych TF lze pouZit
i microRNA (miRNA). Tyto kratké moleku-
ly RNA nekdduji zadny protein, ale pfimo
reguluji expresi jinych gend (viz Ziva 2008,
6: 243—246). Molekula miR302/367 ovliviiu-
je pluripotentni TF Oct4/Sox2 a ma schop-
nost pfimo reprogramovat somatické buriky
do pluripotentniho stavu bez pfitomnosti
transkrip¢nich faktord u mysi a ¢lovéka.
Linie miR302/367-iPSC se vyznacuji po-
dobnou charakteristikou na morfologické
urovni a expresi pluripotentnich znakt
jako klasické iPSC. Z hlediska funkéni
charakteristiky jsou schopné tvofit nado-
ry (teratomy) a pfispivat k tvorbé chimér
a zarode¢nych linif.

ziva.avcr.cz

2016. Pretisk ¢lanku véetné obrazkl se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.



Pomoci pfimé transfekce miRNA byly
vytvofeny iPSC z lidskych a mysich me-
zenchymovych bunék tukové tkané (ACS,
Adipose Stromal Cell) a fibroblasti bez
vektord a genomové integrace.

Malé molekuly

Transkripéni faktory (jeden i vice) mohou
byt nahrazeny malymi molekulami, jak se
obecné oznacuje skupina nizkomolekular-
nich latek inhibujicich nebo aktivujicich
specifické signélni drahy. Cast z nich hra-
je dtlezitou tlohu v udrZeni sebeobnovy
a pluripotence, jiné mohou navodit diferen-
ciaci (obr. 5C). Malé molekuly jsou cilené
zaméfené na drahy, které reguluji epige-
netické reprogramacni zmény a bunécné
procesy, mohou zesilit i¢innost reprogra-
movani nebo i plné nahradit néktery z tran-
skripénich faktort. Pfi testovani 16 malych
molekul samostatné nebo v kombinaci na
mysich krevnich progenitorech a mysich
embryonalnich fibroblastech (MEF buri-
kach) béhem reprogramovani pomoci ¢tyf
TF (OSKM) bylo dosazeno nejlepsich vy-

sledkit za kombinace vitaminu C s inhibi-
torem kinazy GSK3-beta (Askorbic acid +
GSK3-beta inhibitor — AGi). Dochézelo
k rychlému, zvysenému a synchronnimu
formovani iPSC. Mysi iPSC byly také tispés-
né vytvofeny za piitomnosti pouze jedno-
ho faktoru Oct4 a smési ¢tyf malych mole-
kul (bliZe Li a kol. 2011).

Zavérem

Kmenové buriky pfinaseji velkou nadéji
pro regenerativni medicinu a buné¢nou
terapii. Indukované pluripotentni bunky
lze vytvofit na miru kazdému pacientovi
a vyhnout se tak transplantaci cizorodych
bunék — jejich siroky diferenciaéni poten-
cial umoziuje nahrazeni mnoha bunéc-
nych typt. Pro Gspésné vyuziti bunék k te-
rapeutickym tc¢elim ale musime pfekonat
jesté mnoho problémi. V tomto dilu jsme
si pouze stru¢né popsali historii vyzkumu
indukované pluripotence a metody pii-
pravy iPSC. K zaru¢eni bezpec¢nosti bunék
pro pacienta je nezbytné zajistit jejich plné
reprogramovani, zdroven se vSak vyhnout

Pavel Pechacek

Ultrafialovy svét rostlin
III. Neviditelna pestrost kvétii -
evoluce a vyznam UV znakt

s v o2

V druhé ¢&asti serialu (Ziva 2016, 3: 107-110) jsme se zaméfili na rtiznorodost
v ultrafialové podobé nékterych nasich nejznaméjsich druhi rostlin. Tim jsme
vSak moznosti UV vzoru zdaleka nevycerpali, jak ukazuji zastupci dalsich cele-
di, vyobrazeni v tomto ¢lanku. Tretim dilem serial konci, pokusim se tedy na
zaver zhodnotit, co nam UV fotografie rostlin ukazuji a jak bychom mohli ziska-
né informace vyuzit v budoucim vyzkumu. Ultrafialové vzory na kvétech rost-
lin totiz nemuseji byt dulezité pouze ve vztahu k opylovacum, ale i z hlediska
ochrany pred skodlivymi t¢inky UV zafeni.

Nasledujici ¢eledi navazuji na minuly dil,
ktery jsme ukon¢ili makovitymi (Papave-
raceae). Fotografované rostliny byly sbira-
ny od dubna do ¢ervna 2015, a to v blizkém
okoli Prahy, protoZe bylo nutné vyuzit co
nejcerstvéjsi kvéty. V ¢lanku se pak za-
méfuji na predstaveni zcela béznych dru-
hi krytosemennych rostlin, které byly na
danych lokalitach k dispozici.

e Brukvovité (Brassicaceae)

Jedinym zéastupcem v tomto pfehledu je
barborka obecné (Barbarea vulgaris, viz
obr. 1 a 2). Ackoli jsou jeji kvéty na foto-
grafii pomérné malé, na prvni pohled vidi-
me, ze korunni listky intenzivné odréaze;ji
ultrafialové svétlo. Zda se navic, Zze podob-
né jako nékteré kvéty popsané v minulém
dilu ma prostfedni ¢ést koruny UV-ab-

ziva.aver.cz

sorp¢ni, coz dava vzniknout typickému
kontrastu, ktery jinak ve viditelné oblasti
spektra chybi. Na zakladé jediného druhu
nelze délat obecné zaveéry, pfesto snimek
barborky napovida, Ze ¢eled brukvovitych
si do budoucna zaslouzi pozornost.

o Trezalkovité (Hypericaceae)

Podobny vzor jako v pfedchozich ¢eledich
najdeme také u tiezalky teckované (Hyperi-
cum perforatum) — ndpadné UV-reflektant-
ni korunni listky a oblast generativnich
orgénd, ktera svétlo téchto vinovych délek
naopak pohlcuje. Kvéty tiezalky jsou zaji-
mavé tim, Ze obsahuji dva typy pigmenti
zodpovédnych za absorpci ultrafialového
svétla, pficemz jeden z nich by mohl mit
zaroven ochrannou funkci. K tomuto feno-
ménu se pozdéji jesté vratime.
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trvalé genetické modifikaci, ktera by mohla
vést k tvorbé nddoru. Jak bylo popsano vyse,
Gcéinnost reprogramovani lze zafidit kom-
binacemi ektopickych gent, vyuZitim ma-
lych molekul nebo miRNA. Nové metody
doruceni reprogramacnich faktort déavaji
moznost vyhnout se trvalé modifikaci
genomu a riziktim jejich dlouhodobé ekto-
pické exprese.

Pro potvrzeni, zda probghlo reprogramo-
vani z unipotentniho do pluripotentniho
stavu spravns, je tfeba buiiky déle charak-
terizovat. Na charakterizaci iPSC a jejich
praktické uplatnéni nejen v zakladnim vy-
zkumu, ale i v oblasti aplikované farmako-
logie, a na moZné vyuziti v regenerativni

vy

medicing se zaméfime v pristim dilu.

Vyzkum financuje Narodni program udrZi-
telnosti (Ministerstvo Skolstvi, mlddezZe
a télovychovy, ¢. LO1609) a Program inter-
ni podpory projektit mezindrodni spolu-
prdce Akademie véd CR (&. M200450971).

Pouzita literatura uvedena na webu Zivy.

e Slézovité (Malvaceae)

Koruna obou fotografovanych zéstupci Ge-
ledi vykazuje ur¢itou miru UV reflektance.
Co bychom u slézu piehliZzeného (Malva ne-
glecta) vidéli pouze v ndznaku, je mnohem
népadnéjsi na kvétu slézu lesniho (M. syl-
vestris, obr. 3 a 4), ktery odrazi UV paprs-
ky pomérné intenzivné. Zilnatina patrna
ive viditelném svétle tyto paprsky naopak
pohlcuje. Kresba kvétu v UV svétle se tim
sice neodlisuje od té viditelné, je ale bez-
pochyby kontrastnéjsi a pro opylujici hmyz
tak zfejmeé i napadné;jsi.

e Kakostovité (Geraniaceae)

Kvét kakostu smrdutého (Geranium rober-
tianum) zajimavy vzor neukazal a UV svét-
lo spise pohlcoval, nez odrazel.

e Mirikovité (Apiaceae)

Jediny zastupce v mém vybéru — kerblik les-
ni (Anthriscus sylvestris, obr. 5 a 6) — rov-
néz neptinesl velké prekvapeni, jeho bilé
kvéty byly vyrazné UV-absorpéni.

e Tojestovité (Apocynaceae)

Bréal mensi (Vinca minor, obr. 7-9), béZné
péstovany pod nazvem barvinek mensi, ne-
nese zadny charakteristicky UV vzor a jeho
koruna, podobné jako napft. u kakostu, od-
rédzi jen mens§{ ¢ast ultrafialového svétla.
Zajimavé vsak je, Ze spodni strana brc¢alu
se na UV fotografii jevi zFetelné svétlejsi,
odrazi vice svétla nez vrchni ¢ast kvétu,
podobné jako rize $ipkova (Rosa canina)
predstavend v minulém dilu.

e Svlaccovité (Convolvulaceae)

Celed zastupoval jen opletnik plotni (Caly-
stegia sepium), jehoz bilé kvéty byly v ultra-
fialovém svétle vyrazné UV-absorpéni, a to

z vnéjsi i vnitini strany.

e Hluchavkovité (Lamiaceae)

Tato ¢Celed se ukézala jako velmi zajimava.
Na obr. 13 a 14 nahofe uprostied vidime
(zleva doprava) kvét hluchavky bilé (La-
mium album), pitulniku zlutého (Galeobdo-
lon luteum) a h. nachové (L. purpureum).
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