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Mily Ctendri,

publikace, kterou drZite v ruce je soucdsti olomouckého cyklu vzdeéldvacich materidlid
vyddvanych k projektu Od fyziologie k mediciné — integrace védy, vyzkumu odborného
vzdéldvani a praxe. Projekt je spolufinancovdn Evropskym socidlnim fondem a stdtnim
rozpoctem Ceské republiky.

Od fyziologie k mediciné

- integrace védy, vyzkumu odborného vzdélavani a praxe

CZ.1.07/2.3.00/09.0219
http://cit.vfu.cz/fyziolmed
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TNTEGRACE VEDY, V¥ZKUMU, OBRORANEHO VZDELAVAN

Registrace pro kurzy v Olonwud e ukoncens

ich. pobet (astrikil projektu e omezen na
253 mn-mmmhmmmmm-wlmmﬁmrcd 5% a skademiati pracownici).
Hemibame prolo bekel uspahost vischim Zipemce.

viichni i Ocastnici dostanou 4o 10. ledna 2011 a-mail o porvrzeni registrace. Prosttednictvim val
lm-ﬂmminnwmu‘ AT SRR iovet v termioy e, ek bode wvereintoy

ostates e budcu 28t vedirs sk PYBNG. ¥ FP0E B ey 2 priontnch Glastkl seusind nepctndh

Trvéani projektu: Cerven 2009 — kvéten 2012

Resitelska pracovisté: Veterindrn{ a farmaceutickd univerzita Brno
Univerzita Palackého v Olomouci

Cil projektu: UmoZnit nadstandardn{ vzdéldvani v oblasti fyziologie
a biomedicinckych aplikaci.
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Projektova etapa 2011
region OLOMOUC

Mgr. Zuzana Koledovd, Ph.D. e zkoledova@picr.man.ac.uk
Doc. RNDr. Vladimir Divoky, Ph.D. e divoky@If.upol.cz
Mgr. Monika Horvéthovd, Ph.D. e priwitzer@seznam.cz
RNDr. Ivana Fellnerovd, Ph.D. e fellneri@hotmail.com

Na pfipravé materialt a realizaci seminéfe déle spolupracovali:
MVDr. Dalibor DoleZal ¢ dalibor.dolezal@upol.cz
Ing. Lucie Piterkovd, Ph.D. e lucie.piterkova@upol.cz

Misto kondni seminéfe:

Ustav biologie LF UPOL

Centrum pro prdci s laboratornimi zvifaty LF UPOL

Lékatskd fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Hnévotinskd 3
775 15 Olomouc

http://biologie.upol.cz/

Terminy kondni semindfe:
18. dnora 2011
25. tinora 2011
26. tinora 2011
27. tnora 2011

Autor designu obdlky a grafickych dprav:
Vlastislav BIC, Katedra zoologie, P¥F UP Olomouc

Na obdlce byly pouZzity ilustracn{ obrdzky z webové galerie
http://www.stemcellresources.org/library_images.html

3



Lo UVOD ettt st ettt st et s sb e s sb e st ssane e 5
1.1. Projekt od fyziologie k mediciné — obecné informace........ccccceeeevuveeennnne 6
1.2. Projektové diskusni SEMINATe ....c..eeeeevereeiiiireeeiiee e e aee e 7
1.3. Ohlédnut{ za semindfi v regionu Brno: jaro 2010 .......ceeceeevieenieenueennenn. 8
1.4. Diskusni semindfe v regionu Olomouc 2011 ...ccveeeveiveeeniieeeniieeeeiieen. 11

2. TEORETICKA CAST ..cuvuevmirimrmriiieineietessessesseessessessesse e ssessessssssessessesaessces 13
2.1. Kmenové DUNKY - VO ..eeeeeueeeeeiiieeeciiee e ettt evvee e 14
2.2. Vlastnosti kmenovych bunék.........cceeeriiieiiiiieiiniiiiiieceeeeeeeeee 15

2.2.1. Regulace pluri(multi)POtENCe ....cevueerueeriieiiieeiie ettt 16
2.2.2. Regulace bunéCného CYKIU ...ccevvveeeeriiieeriiieeniteeeeiieeeeiieeeeieeeeneiaee e 17
2.2.3. Odpovéd na poSkozeni DNA - G1 kontroln{ bod .......ceeveuveeervrieennineenne 20
2.3. Kultivace Kmenovych DUNEK.........eeevieiiiiiiieiiiieeiieeeieee e 22
2.4, Typy KMenovych DUNEK .....eeeeeveeieiieeeeieee et 22
2.4.1. Kmenové builky pochdzejici Z embrya......cceeeeueeriienieenieeieeieeie e 23
2.4.2. TkaN0Vé KMeNnové DUNKY ....cccueeriieeiiieiiieeieeeieeeee et 23
2.4.3. Nadorové Kmenove DUNKY .....cccvveeeeiureeeniuiieeniiieeesiieeesieeeenireeenvneeennns 25
2.5. Uméle vytvofené Kmenové DURKY ...ccccueeeercveeeniieeeniieeeiieeevee e 26
2.6. Vyuziti kmenovych bunék v medicing ........occcvevvviieiiniieiiniiiinieeeees 26
2.7. Genové modifikace myS$ich embryondlnich kmenovych bunék
— tvorba modeld lidskych ChOrob ....iccveeierieeieece e 27
2.7.1. Cilend mutageneze homologni rekombinac{
v embryondlnich kmenovych BURKACh .....cooveuveiiiiiiiiiiiieeiieeeeeees 28
2.7.2. Tvorba mysich modeld z geneticky modifikovanych embryondlnich
KMenovYCh DUNEK ....eeeriiiiieiiieeeiiieeeieeeeie e 29
2.7.3. Invitro diferenciace embryondlnich kmenovych bunék........c.ccceevveennne 33

3. PRAKTICKA CAST ..cvreieieieireisiaeieteesessese e tsesseseese e sesses st scssssssaesaeens 35

3.1 Kmenové butiky krvetvorby: kultivace a pozorovani........ccceeeeeuveeernnennn. 36
3.1.1. Uvod do kultivace bunék in vitro: buné&né Kultury...........cocevevevevevrennes 36
3.1.2. Co obsahujf kultivacni mEdia?.......ccceerrrveerrriieiiiieeeiee e 36
3.1.3. Jak vypadd laboratof bunécnych Kultur? .......cccceeveeeiiniieeiniieeinieeeeees 36
3.1.4. Hodnocenf kvality Stépu pro transplantaci......cc.ccceeeeeveeeerrieeeeerseeeennnen. 38

3.2. Préce s laboratornimi zvitaty: mySi modely......cccceeveuveeeniieeiniiienniiieenne 40
3.2.1. Oprévnén{ k prdci s geneticky modifikovanymi laboratornimi zvifaty..... 40
3.2.2. Zdasady préce v Centru pro prdci s laboratornimi zvifaty........ccceeueeeenneee. 41
3.2.3. Praktickd ukdzka prace v Centru pro prdci s laboratornimi zvifaty......... 42

4. OBRAZOVA PRILOHA ......cvuemrmreeieineeeseeseneseinesseaessesse s sasesseaseaessessessssees 47



KMENOVE BUNKY

1. UVOD

Projekt od fyziologie k mediciné — obecné informace
Projektové diskusni seminéfe
Ohlédnuti za seminafi v regionu Brno: jaro 2010
Diskusni seminafe v regionu Olomouc 2011

OD FYZIOLOGIE K MEDICINE
Integrace védy vyzkumu odborného vzdéldvani a praxe

evropsky Wr ‘f.

socialn MINISTERSTVO $KOLSTVI, OP Vzdélavani
% 4 fond v CR MLADEZE A TELOVYGHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

* X %

*
* *

s ,@%
g
, o
—_

* *
* % *

EVROPSKA UNIE

Erupgs®

5



1.1. Projekt Od fyziologie k mediciné

Projekt Od fyziologie k mediciné — integrace védy, vyzkumu, vzdéldni a praxe je
vzdéldvaci projekt, jehoZ cilem je nadstandardni vzdéldvani{ v oblasti fyziologie a biome-
dicinskych aplikaci (http://cit.vfu.cz/fyziolmed/). Vzdélavin{ je vedeno jak v rovi-
né teoretické (prezentace aktudlnich poznatkl v kontextu vzdjemnych souvislosti), tak
v roviné praktické (experimentdln{ praxe, metody efektivniho zpracovdni dat, aplikace
vysledkd vyzkumu, exkurze).

PRO KOHO je projekt urcen?

1) Akademické pracovniky VS (3kolitele VS studentti na drovni Bc., Mgr. a Ph.D.)

2) Studenty VS (Bc., Mgr. a Ph.D.)

3) Studenty a pedagogy SS (s hlubsim z4jmem o fyziologii a medicinu)

Podminkou tcasti v projektu byla registrace prostfednictvim projektovych webovych stré-
nek. (registrace byla uzavfena 31.12.2010)

CO projekt nabizi?

1) Odborné vzdélavani formou diskusnich seminaft (viz dale) se zaméfenim na ak-
tudlni fyziologicko-lékafskou problematiku a témata ocenénd Nobelovymi cenami za
Fyziologii a medicinu

2) ExKurze na pracovi$té védy a vyzkumu, aktivni zapojeni do experimenta

3) Ziskdni zkuSenosti s atraktivni prezentaci vlastnich vysledkd na odbornych ak-
cich (konferencich)

4) Sezndmeni{ s moznostmi mezindrodnich kontaktdi a uplatnéni na svétovém vé-
decko-vyzkumném féru

5) Tisténé a interaktivni publikace k jednotlivym semindftm

OD FYZIOLOGIE K MEDICINE

Casovy harmonogram projektu

2009 Organizaéni start projektu, pfiprava seminaiu
nabor Ucastnikd do brnénského cyklu seminaiu

2010 0666 660

Brno Cyklus seminaiu v regionu Brno
naor Gcastnikl pro olomoucky cyklus seminaru

2011 0666 660

Olomouc Cyklus seminafi v regionu Olomouc

20 1 2 Zaverecna konference brnénské i olomoucké
skupiny registrovanych; zavér a obhajoba projektu




1.2. Projektové diskusni seminafe

Jednotlivé semindte probihaji v neformdln{ pféitelské atmosféfe. Sklddaji se z Casti
teoretické a navazujici ¢asti praktické, kdy maji icastnici moZnost uplatnit ziskané
teoretické poznatky pfimo v praxi.

Béhem semindid jsou uplatiiovany nasledujici principy:

> Atraktivni pfistup: Pro zvySen{ motivace a posileni zdjmu cilové skupiny je dlleZité
prezentovat poznatky pfehlednou, jednoduchou a atraktivni formou. Pokud je prvni
kontakt s odbornymi informacemi realizovdn stroze a nepfiméfené odborné drovni
a zkuSenostem student®, m@Ze snadno odradit.

> Komplexni pfistup: Dlraz je kladen na propojen{ znalosti a dynamickou orientaci ve
velkém mnoZstvi informac{ v jednotlivych biologickych oborech.

> Aktivni pFistup: U¢astnici maji moZnost se v rdmci semina¥f aktivné zapojit do pri-
béhu experimentl, zpracovan{ dat a jejich vyhodnocovani. Zéroveil se dostanou na
atraktivni pracovi$té biomedicinského zaméteni.

> Individudlni pfistup: Jednotlivé semindfe jsou realizovdny pro malé skupiny tcast-
nikt. To umozZiiuje zohlednit Grovent védomosti, individudlnich schopnosti popf. spe-
cifického zdjmu jednotlivych dcastnik seminate.

> Mezinéarodni pFistup: Uspéchy ve vjzkumu, vzdéldvani i léka¥ské praxi jsou podmi-
nény zkusenostmi a spolupraci na mezindrodni drovni. Proto jsou béhem semindft
vyuzivdny aktudlni poznatky a odborné materidly ze zahrani¢nich zdrojd. Jeden ze
semindfd probéhne pfimo na zahrani¢nim védecko-vyzkumném pracovisti.

sxo0

Prvni etapa semindri jiZ ispésné probéhla v regionu Brno v pribéhu roku 2010.

Brnénsky cyklus seminaru

%
“aunens®

Brno
unor - prosinec 2010

RESITELSKY TYM:

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno
Ustav zivogigné fyziologie a genetiky AV CR
Externi odbornici

Seminare (realizovany):

1. Vé&da na urovni Nobelovych cen

2. Aktudlni vyzkum kmenovych bunék

3. Prezentace vlastniho vyzkumu

4. Moznosti mezinarodniho uplatnéni

5. Laboratorni diagnostika

6. Moderni medicina na zacatku 21. stoleti
7. Klinicka fyziologie koni




1.3. Ohlédnuti za seminafi v regionu Brno: jaro 2010

1. semindr (inor 2010) Véda na drovni Nobelovych cen:
Titul doprovodné publikace (1a); Prdce s laserovou mikrodisekci (1b); Manipulace s kurecimi embryi (1c)

2. semindr (brezen 2010) Aktudlni vyzkum kmenovych bunék: ze zkumavky k terapeutickému
vyuZziti. Titul doprovodné publikace (2a); Semindr na téma uspéchy regenerativni mediciny (2b)




2. semindr (bfezen 2010) Aktudlni vyzkum kmenovych bunék: ze zkumavky k terapeutickému
vyuZiti. Priprava na prdci ve sterilnich podminkdch lamindrniho boxu (2c); Odebirdni vzorki béhem
kultivace kmenovych bunék (2d);Prdce ve sterilnim lamindrnim boxu (2e)

3. semindr (duben 2010) Prezentace viastniho vyzkumu a vyzkum funkcénich plind organismu:
Titul doprovodné publikace (3a); [zolace DNA ze vzorku krve (3b)

O fyziologie k medicing

PREZENTACE
VLASTNIMOMYZKUMU
AWZKEM |
FUNKCNECH PLANU
ORGANTSMY




3. semindr (duben 2010) Prezentace viastniho vyzkumu a vyzkum funkénich plini organismu:
Titul doprovodné publikace (3c); Semindr o zdsaddch manipulace s laboratornimi zvitaty (3d)

PowserPoint
V pelhiyba

Ivana FELLNEROVA
Viadimir VINTER

Projekt .0 yaiologle k medicied™ CZ.1,07/3.3.00/08.0119 ju spotufinsncevin
Evrupskim sl fandem o stinim rozpotiam Ceshs repubiiky

4. semindr (kvéten 2010) Mezindrodni mozZnosti:
Titul doprovodné publikace (4a); Odbér ejakuldtu na Univerzité veterindrni mediciny ve Vidni (4b)

Od fyziologie k medicing

A B

PR 48
Meznidopmt

MOZNOSTI




1.4. Diskusni seminafe v regionu Olomouc 2011

V ndvaznosti na prvn{ cyklus projektovych seminafd realizovanych v roce 2010 v regi-
onu Brno, probihd druhy cyklus seminédit v regionu Olomouc (inor-prosinec 2011).
Podobné jako v brnénské etapé, probéhnou olomoucké semindfe ve dvou cyklech: jar-
nim (4 semindfe) a podzimnim (3 seminéie).

Olomoucké semindie jsou zastitovdny odborniky z Pf{rodovédecké a Lékatské fakulty
Univerzity Palackého, ve spolupréci s fadou externich spolupracovnikl (védci, 1ékafi,
pedagogové i pracovnici biomedicinckych instituci a provoz).

Trendy pro vybér témat projektovych semindfd pro rok 2011 v regionu Olomouc:

> Fyziologicko-medicinkd problematika, bezprostfedné se dotykajici kaZdého z nds (fy-
ziologie a patofyziologie v ndvaznosti na civilizacnich onemocnén)

Celosvétové vyznamnd témata ocetiovand Nobelovymi cenami

Oblasti aktudlniho vyzkumu a aplikaci poznatkd do praxe

MozZnosti exkurz{ na atraktivni vyzkumnd pracovisté; aktivni individudIni zapojeni se
do experiment( a diagnostickych metod

Y vy

Pro olomoucky region jsou kromé zahrani¢ni{ exkurze ptipravovdny semindfe zamétené
napf. na nésledujici témata: Kmenové buniky-vyuZiti ve vyzkumu a klinické praxi, Urgentni
medicina a laickd resuscitace, Imunologie a imunomodulacn{ 1é¢ba, Reproduk¢ni medicina,
Hematoonkologie, Metabolicky syndrom, Kardiofyziiologie a patologie obéhového systému,
popf. dalsi.

Registrovan{ Gcastnici projektu si mohou vybrat vZdy jeden ze 2-4 termin{i konkrétnfho se-
mindfe v daném mésici. Zpis na vybrany semindrni termin icastnici potvrzujf prosttednictvim
projektovych webovych strdnek vzdy v pfedstihu 3-4 tydnd (http://cit.vfu.cz/fyziolmed/)

Olomoucky cyklus seminari

Olomouc

unor - prosinec 2011

RESITELSKY TYM:
Univerzita Palackého v Olomouci
Externi odbornici

Seminare (realizovany):

. Kmenové bunky (vyzkum a klinicka praxe)
. Urgentni medicina a laicka resuscitace

. Imunologie a imunomodulaéni 1é¢ba

. v pfipravé

. v pfipravé

. v pfipravé

. v pfipravé

NO O~ WOWN =
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Casovy harmonogram jarniho a podzimniho cyklu seminéfd v regionu Olomouc
v roce 2011.

oLomMmouc

JARNI CYKLUS 2011 -

' . , 2011
Leden istrace do UNOROVEH

inare (vybér ze 3-4 term
Unor istrace do BREZNOVE ovani UNOR

inare (vybér ze 3-4 term seminare

> istrace do DUBNOVEH ovani BREZN

Brezen 'uinéfe (vybér ze 2-4 term. - seminare

istrace na zahranicni ovani DUBN
Duben 'urzi (jen jeden termin) . - seminare

Kvéten -né zahraniéni

Cerven - zari: Projektové prazdniny

oLomMmouc

PODZIMNIi CYKLUS 2011 -

_ ; 2011
Zari istrace do RIJNOVEH Y
inare (vybér ze 3-4 term
ﬁi jen . do LISTOPADOVEH vovani RiJNO!
inare (vybér ze 3-4 term seminare

N . do PROSINCOVEHO Absolvovani
Listopad ‘.inél"e (vybér ze 3-4 term. -PADOVEHO s-
. Absolvovani

Jaro 2012

Spolec¢na zavérecna konference v§ech Ucastniku projektu (brnénské i olomoucké skupiny
registrovanych)
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2.1. Kmenové bunky - avod

Organismus se sklddd z velkého mnozZstvi rdznych typ bunék, z nichZ kazd4 md svou
specidln{ funkci a je na ni optimédlné pfizplisobena. Funkce a pfibliznd lokalizace mnoha
typl bunék je vice-méné vSeobecné zndmd. Nervové buniky (neurony) se nachdzeji v moz-
ku a diky nim myslime a vnimdme, ¢ervené krvinky koluj{ v naSich cévdch a pfendseji
kyslik... V poslednich letech se v médiich objevuje stéle vice zprdv o kmenovych butikdch
— at uZ jejich vyuziti pfi 1é¢bé rlznych onemocnéni nebo o etickych problémech spoje-
nych pfedevsim s pouZitim lidskych embryondlnich kmenovych bunék. Ale vite opravdu,
co je kmenovd burika, kde se vyskytuje, jaké ma vlastnosti, jakd je jeji funkce?

Kmenové buriky majf velmi specifickou a zdsadn{ funkci v organismu — produkovat
nové buiiky. Jsou studnicf, z niZ pochézejf viechny butiky. V dospélosti mdme vicero typt
kmenovych bunék, tzv. tkdfiovych kmenovych bunék, které jsou schopny tvofit rizné
typy bunék urcité tkdné. Napf. nervové kmenové buniky produkuji neurony, ale i dalsi
typy nervovych bunék, jako jsou oligodendrocyty a astrocyty a kmenové butiky kostni
drené tvof{ Cervené krvinky jako i vSechny typy bilych krvinek a pochdzeji z nich i krevni
desti¢ky. Dalsf typ kmenovych bunék, mezenchymové! kmenové butiky, tvoi{ buiiky kosti
a chrupavek a svalové kmenové butiky vytvéfej, jak jinak, butiky svalt. Tak ma kazdy typ
tkdné své vlastni kmenové buriky (tkdniové kmenové butiky), které jsou zdsobdrnou vsech
typ bunék na jeho rlst a obnovu (regeneraci), ale nejsou schopny tvofit bufiky jiného
typu tkdné, a proto se oznacuji jako multipotentni (multi = vice).

trofoblast

¢ 8, vnitini

(O} '- @'l ACNA
& 2 bunécna masa
4 &

° JG)

‘e) {o/

T5) P ., '
2 6 ) Obr. 1 - Blastocysta

Vsechny tkdnové kmenové buiiky (i ostatni, somatické bufiky) maji spole¢ny ptivod
v kmenovych bufikdch embrya a z néj odvozenych embryondlnich kmenovych butikdch?.
Embryondlni kmenové buiiky vznikaji z oplodnéného vajicka (zygoty) po rozliSeni oba-
lovych bunék (trofoblastu) od bunék, z nichz vznikne embryo (vnitfni buné¢né masy) ve
stddiu blastocysty (obr. 1). Embryondln{ kmenové butiky vytvoii Gplné viechny typy bu-
nék dospélého organismu a tato jejich schopnost se nazyvd pluripotence (pluri = hodné,

" Mezenchym = pojivova tkan fidkého, houbovitého slozeni

2 Nazev embryonalni kmenové buriky se, v uzsim vyznamu slova a ve védeckych kruzich, pouziva pro buriky
odvozené z embryi, tedy buriky, které péstujeme v kultufe v laboratofi. Pfedpoklada se, Zze v dusledku této
kultivace v umélych podminkach se embryonalni kmenové buriky v kultufe do jisté (malé) miry lisi od skutec-
nych bunék embrya. AvSak pro nase Ucely tyto malé rozdily nebudou podstatné a budeme vyraz ,embryonalni
kmenové bunky” volné pouzivat jak pro buriky v kultufe, tak pro buriky v embryu.

14



vice). AvSak chybf jim schopnost vytvafet buniky trofoblastu, od kterého se v blastocysté
odlisily. A protoZe trofoblast je zdkladem pro placentu, nezbytnou pro vyvoj plodu savc,
embryondlni kmenové bufiky samy o sobé nového jedince vytvofit nedokdzi. Tuto schop-
nost mé jediné zygota, kterd je totipotentni (toti = vSechno).

Embryondln{ kmenové butiky byly poprvé odvozeny z mysi v roce 1981, a to nezdvisle
na sobé dvéma skupinami (Evansem® s Kaufmannem* a Martinovou®). Lidské embryo-
nédln{ kmenové buiiky byly poprvé derivovdny o 17 let pozdéji, v roce 1998, skupinou
Jamese Thomsona.® Do dne$ni doby bylo odvozeno mnoho linif my$ich (obr. 2) i lidskych
embryondlnich kmenovych bunék a podafilo se izolovat embryondlni kmenové butiky
i z jinych savcl, napf. potkana a makaka.

Obr. 2 - Kolonie dvou riznych linii mysich embryondinich kmenovych bunék

2.2. Vlastnosti kmenovych bunék

S jednou ze zdkladnich vlastnosti kmenovych bunék jsme se jiZ sezndmili - je to
schopnost tvofit vicero riznych typl bunék (multipotence a pluripotence). Tento proces,
kterym vznikd z builky (méné specializované) buiika jiného typu (vice specializovand
na urcitou funkci), se nazyvd diferenciace a je obvykle nevratny. Naopak proces, ktery
zajistuje zachovdni pvodnich vlastnosti kmenové butiky i v dcefinych butikdch, které
z ni vzniknou, se nazyva sebeobnova. Déleni, pfi kterém z kmenové butiky vznikaji dvé
nové kmenové butiky stejnych vlastnosti jako matetskd butika, nazyvdme symetrickym.

3 Sir Martin John Evans (*1941), University of Cambridge, Velka Britanie

4 Matthew H. Kaufman (*1942), University of Cambridge, Velka Britanie

5 Gail R. Martin, University of California, San Francisco, USA

6 James Alexander Thomson (*1958), University of Wisconsin—Madison, USA
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Déleni, pfi kterém z kmenové buiiky vznikd jedna (vice) diferencovand butika a jedna
nové kmenovd butika, je oznacovdno jako asymetrické (obr. 3).

kmenova burika

/ \Qmetrické déleni

©/\@ ©/\@

diferencované buriky

Obr. 3 - Symetrické a asymetrické déleni kmenovych bunék

Dal3f ddleZitou vlastnosti kmenovych bunék je schopnost velkého poctu déleni (te-
oreticky aZ nekone¢ného). Ostatni buiiky organismu, somatické, maji schopnost délen{
vyrazné omezenou (cca 50 déleni) a jejich reprodukéni ¢as odmeétuji bunécné molekulové
hodiny v podobé telomér’, specializovanych ¢dsti DNA. Po dosaZen{ povoleného poctu
délenf somatickd bufika ztrati schopnost déleni. AvSak v kmenovych bufikdch pisobi
specializované mechanismy (enzym telomerdza), které zabrafiuji takovému méfen{ repro-
dukéniho asu burtiky, a tak se kmenové butiky mohou délit zddnlivé donekonecna a jsou
,hesmrtelné*.

Ve schopnosti diferencovat do vicero typt bunék a ve zvy$eném povoleném limitu
poctu délen{ se kmenovym butikdm podobaji progenitorové buiiky, aviak ty majf oproti
kmenovym bufikdm obé tyto vlastnosti o néco omezené.

2.2.1. Regulace pluri(multi)potence

Za specifickymi vlastnostmi kmenovych bunék stoji specifickd regulace bunécnych
procest jak na Grovni exprese genetické informace, tak na drovni regulace bunécného
cyklu, déleni, odpovédi na poSkozeni DNA atd.

Embryondlni kmenové buniky se vyznacuji aktivitou proteind Oct4, Nanog, Sox2
a Klf4, které se véZou na DNA a specifickou regulac{ exprese genetické informace nastolu-
jl pluripotenci. Dokonce dovedou reprogramovat somatické, diferencované buiiky na buf-

7 Teloméry = koncové Useky chromozomd, které obsahuji opakujici se sekvence DNA, dlleZité pro zabranéni
zkracovani chromozomu pocas replikace DNA
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ky pluripotentnf (viz déle). Dalsf charakteristickou vlastnosti embryonédlnich kmenovych
bunék je specificky stav chromatinu®. Geny jsou pomoci regula¢nich mechanismt bunky
(chromatin-modifikujicimi komplexy) znaceny specidlnimi znackami (napf. metylac{ his-
tont), které znaci, zda se urcity gen mé ¢i nemd pfepisovat (dostanou pozitivni nebo
negativni znacku). V embryondlnich kmenovych bunikdch jsou geny dileZité pro vyvin
a diferenciaci oznacené zdroven jak pozitivnimi, tak i negativnimi znackami. A to proto,
aby byly pfipraveny okamZité reagovat na diferenciacni signdly.

Embryondln{ kmenové buiiky se vyznacuji i specifickou strukturou a regulaci bunéc-
ného cyklu. Bunécnym cyklem nazyvdme obdobi od jednoho délenf butiky po dalsi dé-
leni. Sklddd se ze Ctyt etap, fdzi bunééného cyklu: G1 (pfipravnd fdze - v ni se rovnéz
rozhoduje o tom, zda se viibec butika bude délit), S (syntetickd nebo replika¢nf - dochdz{
v nf k replikaci genetické informace), G2 (druhd pfipravnd fdze) a M (mitotické - dochdz{
k délen{ buriky) (obr. 4). Embryondln{ kmenové buiiky majf na rozdil od somatickych
bunék velmi kratky bunécny cyklus, tj. déli se velmi rychle, a to zejména diky tomu, Ze
maji velmi krdtkou fdzi G1. Ptitom G1 fdze byvd Casto ta nejdelsf fdze bunécného cyklu
somatickych bunék.

somaticka embryonalni
bunka kmenova burika

Obr. 4 - Schéma buneécného cyklu u somatickych a embryondlnich kmenovych bunék

Nejnovéjsi studie ukdzaly, Ze velmi krétkd G1 fdze je nezbytnd pro zachovdni plu-
ripotence embryondlnich kmenovych bunék - prodlouzeni G1 féze vedlo k diferenciaci
embryondlnich kmenovych bunék (mysich i lidskych) do rtznych bunéénych linii.

Dals{ vyjimecnou vlastnosti embryondlnich kmenovych bunék je, Ze na rozdil od so-
matickych bunék nezastavuji sv@ij bunéény cyklus, pokud dojde k poSkozeni DNA na
zaCdtku bunécného cyklu - v G1 fézi. Pfitom zastaveni v G1 fézi po poSkozen{ DNA je
dtlezité na to, aby se stihla opravit DNA jesté pfed jejf replikaci v S fézi, a tim se zabrdnilo
vzniku a pfenosu mutac{ do dcefinych bunék. Vzhledem k tomu, Ze oprava DNA nen{
vzdy dokonald a mohou pfi ni vzniknout mutace a mutace embryondlnich kmenovych
bunék mohou ohrozit sprdvnou funkci bunék a Zivotaschopnost celého vyvijejictho se
organismu, embryondlni kmenové buniky radéji spachaji sebevrazdu (apoptézu)® nebo
diferencuji na butiky, které ztratf schopnost se délit, neZ by mély riskovat, Ze oprava DNA

8 Chromatin = hmota chromozomu; obsahuje DNA a proteiny a ma specifickou prostorovou strukturu
SApoptdza = programovana smrt buriky
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po poSkozeni v G1 f4zi vnese do jejich genetického materidlu mutace, které by mohly mit
fatdlni nésledky pro cely organismus.

2.2.2. Regulace bunéc¢ného cyklu

Pfechod butiky bunéénym cyklem je fizen komplexy cyklin@'® s cyklin-dependentni-
mi kindzami!' (Cdk) a jimi zprostfedkovanou fosforylacf mnoha proteind (obr. 5a, 5b).

Somatické buriky

rustoveé
faktory
V/‘\

o & |
=827 e
-

¢

@/\

progrese
G1 fazi

. progrese
pfechod G1/S S fazi

Obr. 5a - Schéma regulace bunécného cyklu u somatickych bunék

Tyto komplexy se formujf a aktivuji postupné béhem ptechodu butiky bunéénym cyk-
lem. Pro vstup somatické buiiky do buné¢ného cyklu je zapotiebi stimulace ristovymi
faktory (mitogen). V jejim dasledku dochdzi k expresi cyklinG D, které tvoi{ v rané G1
fazi komplexy s CDK4 /6. Cyklin D-CDK4 /6 fosforyluje protein retinoblastomu'? (pRb).
Tim jej inaktivujf a dochdz{ k uvolnénf transkripcnich faktord E2F, které umozni expresi

10 Cykliny = proteiny, které byly pojmenovany podle jejich cyklické exprese v pribéhu bunééného cyklu
" Kinaza = enzym, ktery fosforyluje substrat, t.j. vnasi fosfoskupinu (PO,*)
2 Retinoblastom = nador sitnice
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gent potfebnych pro posun buiiky G1 fézf, mezi nimi i cyklinu E. Cyklin E se asociuje
s Cdk2 a tento komplex ddle fosforyluje protein pRb, coZ spoustf expresi gent pottebnych
pro pfechod buiiky z G1 fdze do S féze buné¢ného cyklu, jako napt. cyklinu A a DNA
polymerdzy' a zajistuje pfechod bunky restrikénim bodem. Od tohoto okamZiku jiZ je de-
finitivné rozhodnuto, Ze se butika bude délit a dalsi pfechod butiky bunéénym cyklem jiz
nenf zavisly na pfitomnosti riistovych faktord. Komplexy cyklin A-Cdk2 reguluji pfechod
buiiky S fazi, pfedevsim replikaci DNA a aktivaci komplex@ cyklinu B s Cdk1, které pak
t{d{ pfechod butiky mitézou. Aktivita kindz CDK je regulovédna kromé asociace s cykliny
i dal$imi mechanismy, napf. fosforylaci (Cdk aktiva¢ni kindza, fosfatdzy Cdc25 a kindzy
Weel/Mytl) ¢i asociaci s inhibi¢nimi proteiny (Cip /Kip, Ink4).

Mysi embryonalni kmenové burnky

progrese

o1 o prechod G1/S progrese

S fazi

Obr. 5b - Schéma regulace bunécného cyklu u embryondlnich kmenovych bunék

Na rozdil od somatickych bunék, embryondlni kmenové buiiky nevyzaduji pro vstup
do buné¢ného cyklu ristové faktory (somatické buiiky nevstupuji bez réstovych faktord
do buné¢ného cyklu, ale do fize GO, tzv. klidové féze). Dalsim vyznamnym rozdilem
v regulaci buné¢ného cyklu u embryondlnich kmenovych bunék je velmi vysokad aktivita
Cdk2, kterd pohdni rychly pfechod buiiky G1 fézi a je esencidlni pro zachovdn{ sebeob-

3 DNA polymeraza = enzym, ktery katalyzuje polymerizaci deoxyribonukleotidd do viakna DNA
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novy embryondlnich kmenovych bunék. Inhibice nebo sniZenf aktivity Cdk2 zpisobuje
prodlouzeni G1 féze a diferenciaci embryondlnich kmenovych bunék do réznych bunéc-
nych linii." Vysokd aktivita Cdk2 je zajiSténa i nepfitomnosti inhibi¢nich proteind, jako je
napf. p21¢®! jejichZ exprese je inhibovéna prostiednictvim specifickych microRNA."

2.2.3. Odpovéd na poSkozeni DNA - G1 kontrolni bod

Vlivem riznych environmentélnich faktord, ale také v disledku normdlnich bunéc-
nych procest miZe dojit k poSkozeni DNA, jako napf. ztrdté nebo naopak nadmérnému
zafazeni jednoho ¢&i vice nukleotidd ¢i jedno-nebo dvouvlédknovym zlomm DNA. Posko-
zenf DNA je zdvazny stav, protoZe mZe vést ke vzniku mutac{ s negativnim dopadem na
Zivotaschopnost buiiky a/nebo organismu. Proto musi byt detekovdny a opraveny jesté

Somatické bufiky

Cdknta — @ \/
% @ duplikace
Bax / W centrozomu

Noxa
Puma
Fas
apoptdza prechod G1/S

Obr. 6a - Mechanismus G1 kontrolniho bodu u somatickych bunék

4 Neganova a kol., 2009 (Expression and functional analysis of G1 to S regulatory components reveals an
important role for CDK2 in cell cycle regulation in human embryonic stem cells); Koledova a kol. 2010 (Cdk2
inhibition prolongs G1 phase progression in mouse embryonic stem cells)

5 microRNA = miRNA = kratké molekuly RNA, které negativné reguluji expresi cilovych genti navazanim na
jejich mRNA produkty, coz vede k degradaci vzniklych komplext a tim ke sniZeni hladiny mRNA a daného
proteinu v burice
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pted replikacif DNA a mus{ byt zabrdnéno déleni bunék s poSkozenou DNA. Tyto funkce
zajistujf mechanismy odpovédi na poskozeni DNA - proteiny kontrolnich bodd a proteiny
opravy DNA. Proteiny kontrolnich bod@ zastavuji pfechod buniky buné¢nym cyklem po
poskozeni DNA, ¢imzZ zajistuji Cas pro opravu DNA pfed vstupem do dal$i féze, nebo nafi-
df burice smrt, pokud se poSkozen{ nelze opravit. Somatické butiky majf vice kontrolnich
bod{ - na pfelomu G1 a S féze (G1 kontroln{ bod), v S fézi, a pfed vstupem do mitdzy,
na pfelomu G2 / M. Proteiny kontrolnich bodt plisob{ v signdlnich drahdch (kaskddédch)
(obr. 6), pocinajicich kindza ATM / ATR, které rozpozndvaji poskozenou DNA a aktivuji
dalsi proteiny, napf. Chk1/Chk2, které ddle fosforyluje daldi proteiny, ¢imz je aktivuji
(napf. p53) nebo inaktivuji (napt. Cdc25). Tyto dréhy sméfuji ke spole¢ném cfili - inakti-
vaci komplexd cyklin-CDK (p53-zprostfedkovanou expresi p21¢P! a degradaci fosfatdzy
Cdc25, kterd je potiebnd pro aktivaci cyklin-CDK), a tim zastaven{ progrese bunécnym
cyklem.

Vzhledem k tomu, Ze inaktivace Cdk2 u embryondlnich kmenovych bunék, i kdyz jen
na pdr hodin, mtzZe u téchto bunék indukovat diferenciaci, embryondlni kmenové bufiky
nemaji funkéni G1 kontrolni bod. To znamend, Ze se v G1 fézi po poSkozeni DNA neza-

Mysi embryonalni kmenové buriky
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Obr. 6b - Mechanismus G1 kontrolniho bodu u embryondinich bunék
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stavujf - nedochdz{ u nich ke sniZen{ aktivity Cdk2. Drdhy G1 kontrolnfho bodu jsou sice
v embryondlnich kmenovych bunikdch aktivovény stejné jako v somatickych butikdch, ale
(minimdlné) u my3ich embryondlnich kmenovych bunék je Cdk2 chrénéna pfed jejich
zdsahem specifickou lokalizaci na centrozomy.'

2.3. Kultivace kmenovych bunék

Kultivace kmenovych bunék vyZaduje specidlni podminky. V kultufe se snaZime
co nejvice pribliZit ptirozenému prostfedi bunék, jaké maji v Zivém organismu. A to
teplotné, chemickym sloZenim kultivacnfho média i atmosféry v inkubdtoru a za-
jisténim vhodného povrchu pro pfisednuti (u adherentnich bunék). Butiky se kulti-
vujf pfi 37° C ve vlhké atmosféfe s obsahem 5 - 10% CO, v médiu, které poskytuje
vSechny potfebné Ziviny i ristové faktory, které zajistuji zachovani kmenovych bunék
v nediferencovanych stavu. Napt. myS$i embryondlni kmenové buiikky vyZaduji v mé-
diu pt{tomnost proteinu LIF, ktery zabrafiuje jejich diferenciaci. Lidské embryondl-
ni kmenové buiiky vyuZivaji pro zachovdni sebeobnovy a pluripotence jiné drédhy
- FGF2 a Nodal/Activin. Embryondln{ kmenové buiiky potfebuji i specidln{ dpravu
povrchu misky nanesenim proteindl (Zelatina nebo matrigel) nebo vysevem jinych
bunék, fibroblastd,” aby se dokdzaly pFichytit a rGst jako adherentnf kultura. Fibro-
blasty zdroveti poskytujf i riistové faktory pro zachovdni{ pluripotence embryondlnich
kmenovych bunék.

Bez pfisednuti na pevny povrch a bez potfebnych rastovych faktord embryondln{
kmenové butiky ztrdceji pluripotentni vlastnosti a diferencuji do embryondinich té-
lisek, které CésteCné rekapituluji ¢asny embryondlni vyvin (viz ddle). Zpocdtku jsou
to neorganizované shluky bunék kulatého tvaru a postupné ziskdvaji komplexnéjsi
strukturu. Vzniké v nich dutina a vyviji se Zloutkovy vak, diferencuji neurony a kar-
diomyocyty (buiiky srde¢niho svalu) a dokonce 1ze pozorovat rytmicky pulz téchto
bunék pripominajici tlukot srdce embrya.

MozZnosti kultivace tkdfiovych (krevnich) kmenovych bunék budou probrdny
v Praktické ¢4sti.

2.4. Typy kmenovych bunék

Kmenové buitkky mZeme podle ptivodu rozdélit do nékolika skupin (obr. 7):
* Kmenové butiky pochdzejici z embrya

o Tkédnové kmenové butiky (kmenové butniky dospélého organismu)

¢ Kmenové buiiky patologického ptvodu - nddorové kmenové buniky

e Uméle vytvofené kmenové buniky

6 Koledova a kol., 2010 (DNA damage-induced degradation of Cdc25A does not lead to inhibition of Cdk2
activity in mouse embryonic stem cells)
7 Fibroblast = burika pojivové tkané; produkuje material mezibunééné hmoty (napf. kolagen)
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Rozdéleni kmenovych bunék
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Obr. 7 - Typy kmenovych bunék

2.4.1. Kmenové buniky pochézejici z embrya

Do skupiny kmenovych bunék embryondlniho plivodu patfi embryondlni kmenové
buriky, epiblastové kmenové buniky a trofoblastové kmenové buriky.

Embryondini kmenové buriky i trofoblastové kmenové buriky jsou odvozeny z blastocys-
ty, pfi¢emZ embryondln{ kmenové buiiky pochdzeji z vnitfni bunécné masy a trofoblasto-
vé kmenové butiky z trofoblastu (obr. ). Embryondlni kmenové butiky jsou pluripotentni
a mohou diferencovat na vSechny typy bunék dospélého organismu. Trofoblastové kmenové
buiiky jsou multipotentni a mohou diferencovat jen do bunéénych typd placenty.

Epiblastové kmenové buriky pochdzeji, jak jiZ jejich ndzev fikd, z epiblastu, tkdné
vzniklé z vnitfnf buné¢né masy o néco pozdéji v embryondlnim vyvinu, po implantaci.’®
Epiblastové kmenové butiky jsou stejné jako embryondlni kmenové butiky pluripotent-
ni, schopné diferencovat na vSechny typy bunék dospélého organismu. Derivovény byly
v roce 2007 z mysi; derivace lidskych epiblastovych kmenovych bunék nenf z etickych
dvodd povolena.

2.4.2. Tkanové kmenové bunky

Tkétfiové kmenové butiky jsou specializované kmenové butiky, které se vyskytuji v tka-
nich a zajistuji tvorbu bunék pro rist, vyvoj a regeneraci téchto tkdni. Jsou multipotentnf.

'8 Implantace = pfilnuti embrya (v stadiu blastocysty) k sténé délohy

23



Po transplantaci do jiného organismu jsou schopny opét vytvofit stejny typ tkdné, z jaké
pochdzeji, a tuto vlastnost si ponechdvaji béhem nékolika néslednych transplantac{ (séri-
ovd transplantace).

Ve vyjimecnych situacich jsou nékteré tkdniové kmenové butiky schopné tvorit
i butiky jiné tkdné nebo zménit se na tkdfiovou kmenovou butiku jiného typu - tento
proces na nazyva transdiferenciace.

Tkénové kmenové buiiky jsou v tkdni lokalizované v nikdch. Je to mikroprostted{
specializované na podporu udrzZovdn{ a ochranu kmenovych bunék. Nika poskytuje
optimdln{ podminky pro kmenovou bufiku (povrch na uchyceni, ristové faktory...)
a ucastni se regulace délen{ kmenové buniky.

VétsSina tkdnovych kmenovych bunék neprodukuje nové butiky neustdle ani se
tkdfiové kmenové butiky béZné nedéli. Vétsinu ¢asu jsou tkdfiové kmenové buriky ve
stavu klidu, quiescenci.!’” Napf. my$i hematopoetickd?® kmenové bufika se déli jednou
za 145 dnt. K aktivaci a déleni tkdfiové kmenové butiky pro produkci novych bunék
dochdz{ dle potteby organismu.

Déleni tkdniovych kmenovych bunék je pfisné kontrolovdno. Nadmérné déleni
kmenovych bunék miZe vést ke vzniku hyperplazii?! a benignich nddor{.?

Mezi tkdfiové kmenové bunky patif:

e Nervové kmenové builky - nachdzeji se v mozku (pod bo¢nimi komorami pfedniho
mozku a v hipokampu) a jsou zdrojem neurond a vSech typd pomocnych nervo-
vych bunék (vlkové buiiky - mikroglie, actrocyty a oligodendrocyty).

e Epidermdln{ kmenové buniky (keratinocytové kmenové butiky, kmenové butiky ro-
hovky ...) - produkuji builtky na obnovu pokoZzky, rohovky oka, rtst vlas®, chlupt
a nehtd. Nachdzeji se v kZi a ve vlasovych folikulech.

e Kmenové butiky prsni Z1dzy - tvofi vSechny typy bunék prsni Z1dzy

e Mezenchymové kmenové buiiky - kmenové buiiky pojivové tkdné, diferencuji do
bunék kosti (osteoblasty), chrupavky (chondrocyty) a tukové tkdné (adipocyty).
Vyskytujf se v kostni dfeni, tukové tkdni, ale napf. i v zubn{ dfeni ¢i svalech.

e Svalové kmenové buriky - kmenové butiky pro buniky pfi¢né pruhovaného (kos-
ternfho svalstva). Nazyvaji se také satelitni buniky a nachdzeji se mezi svalovymi
vlékny.

e Hematopoetické kmenové butiky - kmenové butiky, z nichZ vznikaj{ vSechny typy
krevnich bunék, vcetné Cervenych krvinek (erytrocytll), megakaryocytd?® a vSech
typl bilych krvinek myeloidn{ i monoklondln{ lymfoidni fady (obr. 8). Nachézeji se
v kostn{ dfeni, sleziné, fetdIn{ jatrech, v pupecnikové krvi i v periferni krvi.

e Srde¢nf kmenové butiky - diferencuji na buriky srde¢nfho svalu a cév.

e Kmenové buriky stteva - kmenové buriky, které jsou zdrojem epitelovych i sekrec-
nich bunék stfeva. Nachdzejf se v kryptdch, strukturdch mezi klky stteva.

" Quiescence = stav klidu buriky z hlediska déleni, GO faze; v tomto stavu norméainé probiha bunéény meta-
bolizmus a burika pIni svoje funkce v tkani, ale nedéli se; v pfipadé pfijmu signalu k déleni je vSak schopna se
délit a opétovné vstupuje do bunééného cyklu

20 Hematopoeticka = tykajici se hematopoézy, tj. krvetvorby

2 Hyperplazie = nadmérné zvétseni tkané nebo organu v disledku nadmérného deleni bunék

2 Benigni nador = nador nezhoubny, ktery netvofi metastazy

2 Megakaryocyt = velka burika, ze které odlamovanim cytoplazmy vznikaji krevni desticky (trombocyty)
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Obr. 8 - Hematopoéza — zjednodusené schéma

2.4.3. Nadorové kmenové bunky

Nddorové kmenové butiky jsou butiky s vlastnostmi kmenovych bunék (tj. se schop-
nost{ sebeobnovy a diferenciace na riizné typy bunék), které jsou zdrojem bunék tvoti-
cich néddorovou masu. Ve zdravém organismu se nevyskytuj{. Nddorové kmenové butiky
vznikaji bud’ z nddorovych bunék ziskdnim vlastnosti kmenovych bunék nebo z tkao-
vych kmenovych bunék patologickou zménou genetické informace - nddorovou transfor-
maci. Nddorové kmenové builky jsou schopné po transplantaci do imunodeficientniho?
organismu znovu vytvotit stejny typ nddoru, z jakého pochdzeji, a tuto vlastnost si pone-
chdvaji béhem nékolika néslednych transplantac (sériové transplantace). Nédorové kme-
nové butiky jsou vysoce odolné vici chemoterapii a radioterapii a zanechdn{ i jen jediné
nédorové kmenové buiiky po chirurgickém odstranén{ nddoru muize vést k opétovnému
nddorovému bujen{ (relaps nddoru) i po letech zddnlivého vyléceni. Proto se v sou¢asnosti
vénuje velkd pozornost studiu a popisu nddorovych kmenovych bunék a vytvafen{ terapif
cflenych proti nddorovym kmenovym butikdm.

2 Imunodeficientni = majici oslabeny nebo nefunk&ni imunitni systém
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2.5. Uméle vytvofené kmenové bunky

Mezi uméle vytvofené kmenové buiiky radime ty, které se pfirozené nevyskytuj
a vznikajf lidskym pfi¢inénim pfeménou diferencovanych bunék na kmenové - reprogra-
movéanim. Patf{ mezi né indukované pluripotentni kmenové butiky. Indukované plu-
ripotentni kmenové bufiky vznikaji nastolenim exprese klicovych gent pluripotent-
nich kmenovych bunék v diferencovanych bufikich vnesenim téchto gent (Oct4, Sox2,
Nanog, Kif4, pfipadné Lin28 ¢i jinych) na vektorech? nebo zménou genové exprese
prosttednictvim microRNA (pluripotentni kmenové buriky indukované prostrednictvim
microRNA). Poprvé byly indukované kmenové butiky vytvofeny v roce 2006 skupinou
dr. Yamanaky?® z mysich fibroblasti vnesenim gent Oct4, Sox2, Kif4 a c-Myc. O rok
pozdéji se podatilo vytvotit indukované pluripotentni kmenové butiky také z lidskych
fibroblastd pomocf stejné kombinace gent (Dr. Yamanaka) i variace OCT4, SOX2, nanog,
LIN28 (Dr. Thomson).

Technika indukce pluripotentnich kmenovych bunék pfedstavuje slibny, neomeze-
ny zdroj kmenovych bunék pro terapeutické vyuziti. Indukované pluripotentni kmenové
buriky jsou ,,Sité na genetickou miru“ pacienta a navic jejich produkci nedoprovéze;ji tako-
vé etické problémy a kontroverze jako embryondln{ kmenové buriky.

2.6. Vyuziti kmenovych bunék v mediciné

Poznéni kmenovych bunék jako zdroje novych, zdravych, funkénich bunék pfines-
lo nové moZnosti 16¢by (nebo alespoil jejich pfislib) rliznych potrazovych stavl (napf.
poskozen{ michy), degenerativnich chorob (Parkinsonova choroba, Huntingtonova cho-
rea), diabetes, imunodeficitnich stavid i rakoviny. Momentdlné je jedinou dobfe zave-
denou, spolehlivou metodou vyuzivajici kmenové buniky transplantace krvetvornych
kmenovych bunék (kostnf dfené). Prospiva pacientim s rdznymi typy hematologickych
malignit, imunodeficienci nebo napf. srpkovitou anémif.?” Pfed transplantaci jsou nej-
difve odstranény nddorové (napf. leukemické) builky a kostni dient pfijemce (protoZe
je zdrojem nddorovych bunék, pifpadné jinym zplsobem nefunguje spravné) pomoci
chemoterapie a radioterapie. Nésledné se provede samotnd transplantace krvetvornych
kmenovych bunék at jiZ ve formé klasické transplantace kostni diené do kosti nebo
transplantace jen samotnych krvetvornych kmenovych bunék separovanych z krve dérce
nebo i samotného pacienta jesté pfedtim, neZ podstoupil chemoterapii a radioterapii.
Transplantované hematopoetické kmenové butiky umoziiuji obnoveni normdlni krve-
tvorby pacienta (pffjemce).

Déle byly navrZzeny mnohé aplikace kmenovych bunék v mediciné pro 1é¢bu rtznych
onemocnéni, chorobnych/degenerativnich stav(i a irazi a momentdlné probfhd nékolik

2 \fektor = molekula (nejcasteji DNA), ktera slouzi k pfenosu cizi genetické informace do buriky

2 Shinya Yamanaka (*1962), Kyoto University, Japonsko

27 Srpkovita anémie = dédi¢né onemocnéni zplisobené mutaci genu pro hemoglobin (barvivo ¢ervenych krvinek
potfebné pro pienos kysliku), ktera vede ke zméné bikonkavniho tvaru ¢ervenych krvinek na srpkovity. Srpkovi-
té erytrocyty zpUsobuji uzavieni cév (vazookluze) a s tim spojené komplikace zdravotniho stavu
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(nejen) klinickych studif, ve kterych se testuje G¢innost, ale i rizikovost pouZit{ kmeno-

vych bunék v terapii. Napf.:

¢ nervové kmenové buiiky nebo embryondlni kmenové butiky pro 1é¢bu poSkozeni moz-
ku, michy, riznych neurodegenerativnich stavl (Parkinsonova ¢i Alzheimerova cho-
roba)

e kmenové butiky srde¢niho svalu, embryondln{, mezenchymové a hematopoetické kme-
nové burnky pro opravu poskozenf srde¢niho svalu po infarktu

e kmenové buiiky rohovky pro obnovu vidéni

e embryondln{ kmenové buiiky, diferencované na buiiky slinivky, pro obnovu tvorby
inzulinu a 1é¢bu diabetu - atd.

Jednim z problémt, se kterym se terapie kmenovymi butikami musi vypofddat, je
kromé dostate¢né charakterizace jednotlivych typl kmenovych bunék a pozndni jejich
vlastnosti i samotny nedostatek kmenovych bunék. Tkdniové kmenové butiky se v orga-
nismu nachdzej{ vétSinou pouze v malém poctu a je tfeba zdokonalit metody jak pro jejich
izolaci, tak i pro jejich expanzi v kultufe.

Jednim z feSeni je cilend diferenciace embryondlnich kmenovych bunék nebo indu-
kovanych pluripotentnich bunék do poZadovanych tkdfiovych kmenovych (nebo pluripo-
tentnich) bunék. Ty je pak moZné pouZit pro transplantacn{ dcely. PouZit{ lidskych em-
bryonélnich kmenovych bunék je vSak spojeno s etickymi problémy, zejména odvozovani
novych lini{ z lidskych embryi. Jako slibnd ndhrada embryondlnich kmenovych bunék se
nabizeji indukované pluripotentni kmenové butiky, ale také jejich pouziti md sva uskali
- pfedevsim bezpecnost. Pluripotentni kmenové buriky (af uZ indukované pluripotentni
kmenové buniky nebo embryondlni kmenové butiky) jsou totiZ tumorigenni - po trans-
plantaci tvof{ nddory. Embryondln{ kmenové buiiky vytvafeji teratomy; tento typ nddord
se vyskytuje i spontdnné a vznikd ze zdrode¢nych bunék. Indukované pluripotentn{ kme-
nové bunky, které jsou vytvofeny genetickymi modifikacemi, jsou jeSté méné bezpecné.
Napf. jeden z genti, ktery se pouZiva pfi jejich derivaci, c-Myc, je silny onkogen.?®

2.7. Genové modifikace mysSich embryonalnich
kmenovych bunék - tvorba mySich modelu
lidskych chorob

Prilom v pozndni podstaty mnoha lidskych onemocnénf pfinesly technologie vyuzi-
vané k tvorbé zvifecich modell z geneticky modifikovanych embryondlnich kmenovych
bunék. Tyto technologie slouZ{ k vytvéfeni geneticky modifikovanych zvifat, tj. zvife-
cich modeld s utlumenou nebo jinak modifikovanou expresi gent. Zvifeci modely jsou
zatim technologicky vSeobecné mozné jen u mysi (Mus musculus). Tyto sofistikované
technologie kombinuji nékolik metod — jednd se o kultivaci a pasdZovédni embryondlnich
kmenovych bunék in vitro (viz vyse), tzv. cllenou mutagenezi v mys$ich embryondlnich

2 Onkogen = gen, kterého proteinovy produkt pozitivné reguluje bunéény cyklus, signalizaci atd. a jeho nad-
mérna aktivace vede k nadmérnému déleni buriky, které nereaguje na kontrolni podnéty z vnéjsiho prostredi.
Tim onkogen pfispiva ke vzniku nadord
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kmenovych butikdch, a samotnou tvorbu my$ich modell z geneticky modifikovanych em-
bryondlnich kmenovych bunék. Za vyvoj téchto technologif byla v roce 2007 udélena
Nobelova cena za fyziologii a medicinu.?’

2.7.1. Cilend mutageneze homologni rekombinaci
v embryonalnich kmenovych bufikach

Cilend (nebo také fizend) mutageneze v embryondlnich kmenovych butikdch umoz-
fiuje pfenos modifikovanych genti do sav¢i zdrode¢né linie. Soucasné technologie umoz-
fuji testovat in vivo nejen ztrdtu genu, resp. jeho produktu (,loss-of-function” mutace,
genovy ,knock-out”, obr. 9), ale i abnormadin{ (zvySenou) aktivaci gend resp. abnormdln{
funkci jimi kédovanych proteind (,gain-of-function” mutace). Cilend mutageneze v em-
bryondlnich kmenovych butikdch tak napomédhd pozndni tlohy jednotlivych gent, resp.
jimi kédovanych proteind, v normdlnich i patologickych stavech.

Rizena mutageneze v embryonalnich kmenovych
bunkach

| [ Wyfen | )

Genova inaktivace - KNOCK-OUT; mutace , loss-of-function®

( [ Lidsky gen ] ]

Genova nahrada - KNOCK-IN - lidského (mutovanéhc) genu

Obr. 9 - Umicent genu a viloZeni ndhradntho dseku DNA (zdména mysiho genu za lidsky gen) — zjedno-
dusené schéma

JestliZe je naklonovany gen vndSen do savéi butiky, miiZe dojit k jeho ndhodné inte-
graci nebo mutZe byt cilené inkorporovan do specifického genového lokusu. Cilena mu-
tageneze je zaloZena na principu homologni rekombinace.® Usek klonované DNA,
ktery vnaSime do sav¢iho genomu, je ve vektoru ohranicen sekvencemi, které normélné
vymezuji (ohranicuji) cileny gen. Podle principu podtypu homologni rekombinace, tzv.

2% Ameri¢an Mario R. Capecchi (University of Utah), Brit sir Martin J. Evans (University of Cardiff) a Ameri¢an
Oliver Smithies (University of North Carolina)

3 Homologni rekombinace = prekfizeni a vzajemna vyména nukleotidovych sekvenci mezi homolognimi mo-
lekulami DNA
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mistné-specifické homologni rekombinace®', dojde po dopravenf vektoru do embry-
ondlnich kmenovych bunék k ndhradé genomové sekvence za sekvenci vektoru, kterd je
ohraniena homologiemi (obr. 10). VndSend DNA nese prokaryoticky selekéni gen pro
rezistenci k neomycinu (neo), ktery umozni selekci homolognich rekombinant( gentami-
cinem, resp. jeho modifikaci G4183 (pozitivni selekce). Pravdépodobnost selekce mtiZze
byt zvySena zafazenim herpesvirového genu pro tymidin kindzu (¢k/ do origindlniho
vektorového konstruktu. JestliZe je konstrukt pouze néhodné inkorporovdn do savc¢iho
genomu (coZ se také mizZe stét), je soucdsti integrované DNA i tk gen. V takovém pfipadé
je v8ak butika senzitivn{ na gancyklovir®® (negativn{ selekce). Jestlize dojde k homologn{
rekombinaci, je tk gen eliminovdn a butika - homologni rekombinant - pfeZije negativni
selekci (obr. 10).

5' homologie  MYSi EPOR lokus 3' homologie

. e

Vektor pro vyrazeni
genu 5' homologie 3' homologie

{

- B Mysi EPCR knock-out
Lokus s vyrazenym

genem X \/4

Vektor pro nahradu _ _-'.'H_l'l-l'-_ p

genu 5' homologie ' 3' homologie
mMy§i ——LIDSKY —— mvsi

Lokus s pfidanym _-I-H—I-l—l-_
genem
Lidsky EPOR knock-in do mySiho EPOR lokusu

Obr. 10 - Knock-out mystho genu pro erytropoetinovy receptor (EPOR) a ndhrada mysitho EPOR genu
lidskym EPOR Fizenou metagenezi — zjednodusené schéma

2.7.2. Tvorba mysSich modelu z geneticky modifikovanych
embryonalnich kmenovych bunék

Tvorba mysich modeld z embryondlnich kmenovych bunék je zndzornéna na
obr. 11a, 116. V prvnim kroku jsou embryondln{ kmenové buiiky geneticky modifiko-
vény fizenou mutagenezi. V dal$im kroku jsou tyto pozménéné embryondlni kmenové

31 Mistné-specifickd homologni rekombinace = homologni rekombinace mezi homologickymi sekvencemi jinak
dvou nehomologickych sekvenci

32 G418 = antibiotikum; rezistenci k tomuto antibiotiku umoZzriuje exprese prokaryotického neo genu; buriky,
které nenesou neo gen pro rezistenci, jsou G418 antibiotikem eliminovany

3 Gancyklovir = antivirotikum, které inhibuje replikaci nékterych herpetickych virQ, je ucinné, je-li fosforylovano
virovou tymidin kinazou
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EK bunky (XY) derivované z blastocysty
bilé mysi jsou geneticky modifikované

—_—
Po cilené

mutagenezi
in vitro jsou
EK bunky vpraveny
do blastocysty

A

=,

Nahradni matka

Chimerické potomstvo

Obr. 11a - Tvorba geneticky modifikovaného mysiho modelu
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CHIMERICKY samec NORMALNIi samice

Spermie nesouci normalni
modifikovany gen spermie
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Obr. 11b - KrizZent - selekce geneticky modifikovaného modelu

bunky injikovdny do Casného vyvojového stadia embrya mysi; tyto buiiky jsou nor-
mélné zaclenény do rostouciho embrya a z ného vznikd mys, kterd ma ve svém téle
¢ast somatickych bunék s pozménénym genem (chiméra). U nékterych mys{ vznikajf
z pozménénych bunék buriky zdrodecné linie, v tom pfipadé bude &dst potomstva
heterozygotni pro modifikovany gen.

Rizend mutageneze v sav(:ich embryonélnich kmenovah butikdch je jednou z nejdﬁ

revolu¢né zmeénila b1olog11 i medicinu, vypracovali jiZ zm{nén{ laureau Nobelovy ceny 0.
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Smithies a M. Capecchi a také dal3f badatelé, jako A. Bradley®*. Nové a dokonalej$i mo-
difikace fizené mutageneze dnes umoziuji provddét v podstaté jakékoliv genové ndhrady
v mysich a potenciondlné i v lidskych embryondlnich kmenovych butikdch.

EPOR ** EPOR *

Obr. 12 - Genovy knock-out: vlevo normdini mysi embryo 12. den embryondiniho vyvoje, vpravo myst
embryo s inaktivovanym genem pro erytropoetinovy receptor (EPOR”,” znaci, Ze obé genové kopie EPOR
Jsou umliceny; foto V. Divoky, prevzato®). Embryo nemd receptor pro erytropoetin (EPO), v disledku toho
mu chybi cirkulujict Cervené krvinky a v jeho jdtrech (oznacena Sipkou) neprobihd erytropoéza (1. tvorba
Cervenych krvinek). Jednd se o primy ditkaz funkce EPO a jeho receptoru — jsou nezbytné pro tvorbu
Cervenych krvinek. Ztrdta EPOR genu je letdlni, mysi embryo umird 13. den embryondlniho vyvoje na
anemit.®

34 Allan Bradley, Wellcome Trust Sanger Institute, Velka Britanie

3 Prchal, Divoky, 2001 (Lessons to a better understanding of hypoxia sensing. In: Hypoxia: From Genes to the
Bedside, Adv Exp Biol Med (502). R. C. Roach, P. D. Wagner, and P. H. Hackett (Eds.) New York: Kluwer/Ple-
num Academic, str. 189-205.
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NejbéZnéjsimi genovymi modifikacemi jsou genové vyfazeni, genové pfiddnf a ge-
novd ndhrada. U genového vyfazen{ (delece) vede zména k dplné ztrdté genové funk-
ce (kompletni inaktivace), mysi pak ozna¢ujeme jako knock-out. Pokud je vyfazeny
gen funkcni v embryondlnim vyvoji, umiraji knock-out mysi pfed narozenim (obr.
12). U genového ptiddni (inzerce) mdZeme inkorporovat do pfedem uréeného mista
v genomu libovolny gen. MySi pak oznacujeme jako knock-in. Pokud je vndSeny gen
mutovany a mutace je dominantni, md my$ patologicky fenotyp, i kdyZ v genomu
zustaly standardnf (,wild-type“) alely. U genové néhrady (substituce) provddime nej-
Castéji dvoukrokovou homologn{ rekombinaci ndhradu my$iho genu za jeho lidsky
homolog (po sobé nésledujici knock-out a knock-in, obr. 10). Ptedpokladem dspésné
genové ndhrady je to, Ze jsou interakce mysich a lidskych genovych produktd — pro-
teintt — navzdjem kompatibilni. JestliZe timto zplisobem nahradime mys${ gen jeho
lidskym homologem (obr. 10), ktery je navic mutovany, mdZeme vytvofit mysf model
lidského onemocnéni.

2.7.3. In vitro diferenciace embryondlnich kmenovych bunék

Jedine¢nou vlastnosti embryondlnich kmenovych bunék je jejich schopnost di-
ferencovat in vitro do embryondlnich struktur (,embryoid bodies“, embryondlni té-
liska), které napodobuji in vivo ¢asny embryondlni vyvoj (jak bylo vzpomenuto jiZ
v kapitole ,Kultivace kmenovych bunék®; obr. 13). To znamend, Ze v kultiva¢nim
médiu in vitro miZeme z embryondlnich kmenovych bunék vytvdtet embryondln{
struktury, které vykazujf vlastnosti zivych embryi, vCetné rozriznén{ do bunéénych
typl a tkdni, rytmickych kontrakci kardiomyocytd atd. Zvldsté vhodnd je in vitro
diferenciace embryondlnich kmenovych bunék pro studium krvetvorby, véené ana-
Iyzy hematopoetickych progenitorl (obr. 14). JestliZe tedy zjistujeme roli urcitého
genu v embryondlni hematopoéze, vytvofime knock-out my$i embryondlni kmeno-
vé buniky buriky a nemusime podstoupit asové ndro¢ny in vivo experiment tvorby
mys$tho modelu, tak jak byl popsdn v pfedchozi kapitole, ale vyuZivime s vyhodou
technologii in vitro diferenciace embryondlnich kmenovych bunék do embryondl-
nich télisek.

Obr. 13 Mysi embryondini téliska ve 3., 9. a 13. dnu diferenciace (foto V. Divoky)
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EPOR **

A

Obr. 14 - In vitro diferenciace mysich embryondlnich kmenovych bunék s umicenym genem pro erytro-
poetinovy receptor (foto V. Divoky, prevzato®). A. Embryondlint téliska narostld z normdinich (EPOR”*)
a geneticky modifikovanych embryondlnich kmenovych bunék s inaktivovanym genem pro erytropoeti-
novy receptor (EPOR-/-). B. Krevni kmenové buriky, které se tvori v embryondinich téliscich, mohou byt
analyzovdny v testu krevnich progenitord (viz Praktickd ¢dst). Krevni kmenové buriky z EPOR” embryo-
ndlnich telisek netvori v médiu s erytropoetinem zddné Cervené krvinky.*
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3.1. Kmenové bunky krvetvorby:
kultivace a pozorovani

3.1.1. Uvod do kultivace bunék in vitro: bunééné kultury

Metoda kultivace bunék a tkdnf in vitro se stala rutinnf a dileZitou metodou v me-
dicinském vyzkumu i v diagnostické praxi. V klinické praxi se napf. kultivaci krevnich
kmenovych bunék standardné vyhodnocuje kvalita Stépu pro transplantaci kostn{ dfe-
né.

V bunéénych kulturach kultivujeme butiky mimo organismus v kultivaénich mé-
difch. V bunéénych kulturdch jiZz buriky nejsou ddle organizovdny do tkdtiové archi-
tektury a rostou jednotlivé nebo ve shlucich (koloniich). Buniky rostou ve specidlnich
plastovych miskdch nebo lahvich bud volné v roztoku (napf. rGzné krevni bunky),
nebo jsou adherentni (tj. ptichycujf se k povrchu plastikové misky ¢i 1dhve, napf. fibro-
blasty).

Primarni buné¢nd Kultura je tvofena bufikami, které byly odebrdny z orgdnt
nebo tkdni a byly pfimo nasazeny do kultivatnfho média. Takovéto butiky mohou
v kulturdch pfeZivat jen krdtkou dobu (dny, max. tydny), béhem které se mohou délit
a diferencovat, poté zaniknou. Jako kazdd sav¢i bufika majf totiZ limitovany réstovy
potencidl, jsou ,smrtelné“. Naopak ,nesmrtelné“ (imortalizované) bunécné linie
se mohou neomezené dlouho délit a proto je 1ze pasdZovat (pfenesenim ¢dsti bunék
z jedné kultivaéni nddoby do druhé), maji neomezeny rdstovy potencidl. Imortalizace
se dosdhne chemickymi nebo fyzikdlnimi karcinogeny, pfip. virovou infekci, eventu-
dlné probéhne spontdnné. Transformované bunécné linie navic vykazuji vlastnosti
nddorovych bunék.

3.1.2. Co obsahuji kultivac¢ni média?

Sav¢i, tedy i lidské butiky rostou in vitro v médiu obsahujicim zdroj energie (glukézu),
minerdln{ 14tky, aminokyseliny, vitaminy a nékteré doplitkové latky (bilkoviny, lipidy), sé-
rum (nej¢astéji hoveézi) jako zdroj stimula¢nich ristovych faktor a hormont, pufr na bazi
uhli¢itanu a na pH citlivy barevny indikdtor. Do kultiva¢nich médif také vétSinou pfidéva-
me antibiotikum a antimykotium, abychom buné¢nou kulturu ochrdnili pfed bakteridln{
nebo plistiovou infekci. Kultivani média mohou byt tekutd nebo polotekutd (viz déle).

3.1.3. Jak vypada laboratof bunécnych kultur?

Ke standardnimu vybaveni laboratofe tkanovych kultur pati{ sterilni boxy s la-
mindrnim proudénim vzduchu, které slouz{ k dodrZeni aseptickych podminek pfi mani-
pulaci s bunécnou kulturou (obr. Ia), CO, inkubétory (obr. 1b), ve kterych jsou savci
buriky kultivovdny pfi teploté 37°C v 5-10% CO, atmosféfe (pro udrZeni neutrdlnfho pH)
a pfi vysoké vlhkosti prostfed{. Ddle pak centrifugy, sady pipet pro zpracovan{ tkdfiovych
kultur a invertovany mikroskop pro zhodnocenf jejich ristu (obr. Ic).
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AUV

Obr. 1a - Nasazovdni bunék do kultury v lamindrnim boxu. Obr. 1b - Kontrola kultivace bunék v inku-
bdtoru

Obr. 1c - Hodnoceni bunécné kultury pri pouZiti invertovaného mikroskopu.
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3.1.4. Hodnoceni kvality Stépu pro transplantaci

Krvetvorba (hematopoéza) je proces, béhem kterého pluripotentni hematopoetickd
kmenovd bufika diferencuje do vSech typt krevnich element (obr. 2).

M-CSF

=== makrofagy

@

SCF, IL-3, GM-CSF

/

4 N\

EPO EPO,
Scry === erytrocyty
IL 3 SC F,IL-3

IL -2, IL-7
TPO, GM-CSF
trombocyty
SCF, IL-3

T NF-O:¥L-2’ IL-7

T a B lymfocyty

Obr. 2 - Hematopoetickd kmenovd burika je schopnd sebeobnovy i diferenciace na multipotentni progeni-
tory. I multipotentni progenitory maji schopnost sebeobnovy a soucasné diferencuji na bipotentni a uni-
potentni progenitory, které ddle diferencuji do jednotlivych zralych krevnich elementd. Hematopoetické
progenitory se déli a diferencuji v definovaném polotuhém médiu obsahujicim metylceluldzu, sérum,
rustové faktory a dalsi slozky. Viskozita metylceluldzy zabezpecuje, Ze vyrostlé kolonie krevnich bunék
predstavuji klony - potomstvo jedné jediné progenitorové buriky a oznacujeme je proto jako ,colony-for-
ming units“ (CFUs). HSC — hematopoetickd kmenovd burika (hematopoietic stem cell); CLP — spolecny
lymfoidni progenitor (common lymphoid progenitor); CFU-GEMM — spolecny myeloidn{ progenitor (co-
lony-forming unit granulocytic, erythroid, megakaryocyte, macrophage); CFU-GM — progenitor granulo-
¢yt a makrofagt (colony forming unit-.granulocytic, macrophage); BFU-E — casny erytroidni progenitor
(burst-forming unit-erythroid); CFU-E - pozdni erytroidni progenitor (colony forming unit-erythroid).

Hematopoetickd kmenovd burika je tedy pfikladem tkdtiové kmenové butiky. Trans-
plantace hematopoetickych kmenovych bunék je nejzndméjSim pouZitim kmenovych
bunék v klinické praxi. Zdrojem $tépu mohou byt hematopoetické kmenové buiiky sepa-
rované z perifernf krve, kostn{ dfeil nebo pupecnikovd krev. Jednotlivé typy $tépt maji
rizné zastoupeni kmenovych bunék a krevnich elementd.

38



Odbér kmenovych bunék z perifern{ krve probihd na tzv. separdtoru krevnich elemen-
tl na hemato-onkologické klinice, pod dohledem separa¢niho 1ékafe. Odbér bunék kostn{
dfené provdd{ 1ékafi na opera¢nim sdle do tzv. odbérového vaku. Odebrané $té€py se poté
skladuji hluboce zmraZzené v tekutém dusiku. V laboratofi tkdtiovych kultur se provadi
stanoven{ viability (Zivotaschopnosti) bunék ve §tépu a schopnosti kmenovych bunék
(progenitord) riist a diferencovat. Jen kvalitn{ §tép se mlZe pouZit pro transplantaci.

ULoHa: Analyza skladovaného §tépu — stanoveni viability

Jako kritérium viability bunék se nejcastéji pouzivd neporuSenost cytoplazmatické
membrany. Zivé bufiky majf neporusenou cytoplazmatickou membrénu, kterd volné ne-
propousti ani malé molekuly nesouci kladny nebo zdporny ndboj. Barvivo ,obarvi“ pou-
ze buniky s poru$enou membrdnou tj., butiky mrtvé.

Provedeme stanoveni viability barvenim s trypanovou mod#.

Hodnoceni se provdd{ na skli¢ku pod mikroskopem nebo s pouZitim automatického
analyzdtoru. Buiiky, které jsou Zivé maji neporuSenou membrénu , nepropusti tedy vitdln{
barvivo dovnitt buiiky a zﬁstévaji bezbarvé. Usmrcené buniky obsahuji barvivo.

mononuklearni
bunky
krev metylceluloza
T + bunky
his (ue

‘-

inkubace 14 dm

I

I_._"_._.___'Z

vyhodnoceni @ .

Obr. 3 - Izolace mononukledrnich bunék na hustotnim gradientu. Krev nafedénd tekutym médiem se
navrstvi na roztok histopaque, ktery pri pomalé centrifugaci (1400 rpm) vytvori hustotni gradient. Na
dno zkumavky klesnou erytrocyty, na rozhrani plazmy a histopaque se vytvori prstenec mononukledrnich
bunék. Tyto se odeberou umeélohmotnou pasterovou pipetou, promyji médiem a posléze PBS. Buriky jsou
spocitdny a v prislusném poctu smichdny s polotuhym kultivacnim médiem. Po 14 dnech kultivace
kultur v inkubdtoru se spocitaji a hodnoti vyrostlé kolonie. Kazdd kolonie predstavuje potomstvo I pro-
genitorové buriky.
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Urona: Hodnoceni riistu a diferenciace krevnich bunék na polotuhém médiu

Mononukledrni butiky, které se vyizoluji z perifern{ krve (obr. 3) obsahujf i krevn{ proge-
nitory. Butiky jsou posléze nasazeny do metylcelulézového kultivatniho média (MethoCult™
4531, StemCell Technologies, www.stemcell.com) s pfidavkem hematopoetickych réstovych
faktort stimulujicich rist a diferenciaci progenitorti. Kolonie krevnich bunék rostou na mis-
kdch v inkubdtoru pii teploté 37°C a v 5% CO, atmosféfe po dobu 10 aZ 14 dn. Délici se a di-
ferencujici butiky v polotuhém médiu maji omezeny pohyb, vytvéfeji proto kolonie (kolonie
= potomstvo jedné délici se butiky, klon). U krevnich bunék m@izeme pozorovat hemoglobini-
zované kolonie vytvotené z erytroidnfho progenitoru BFU-E a kolonie vytvofené z neerytroid-
nich progenitord CFU-GM a CFU-M (viz obr. 2 a barevné pfilohy ve Fotogalerii).

Pfi celkovém zvétsenf 100x (10x zvétSujicim objektivem) budeme pozorovat rizné typy
kolonif krevnich bunék (viz barevné piflohy ve Fotogalerii).

Pozn. Pro tGcely tohoto semindfe jsme pfipravili kultury krevnich progenitord dobrovol-
nych ddrct (¢lend tymu, ktef{ se podileji na ptiprave a realizaci tohoto seminéfe). Nejednd se
tedy v Zddném piipadé o kultury bunék pacientti ani darct kmenovych bunék pro transplan-
tacn{ tcely.

3.2. Prace s laboratornimi zvifaty: mysi modely

3.2.1. Opravnéni k praci s geneticky modifikovanymi
laboratornimi zvifaty

Kazdy pracovnik, ktery vyuzivé laboratornf zvifat pro experimentdlni acely, musf mit
ptislu§né osvédcéeni, které je vyddvané na zdkladé absolvovdni teoretického resp. prak-
tického vzdéldvaciho cyklu a zakonceno zkouSkou. PoZadavky pro ziskdni osvédceni se
v jednotlivych zemich li8{ a jsou upraveny zdkonem. V obrazové pfiloze jsou ukdzky
osvédéen{ vydédvaného v CR, evropsky certifikdt vyddvany asociaci FELASA (Federation
of European Laboratory Animal Science Association) a americky certifikdt vyddvany ve
stdté Washington na University of Washington. Dals{ dopliiujici informace k legislativé
a k prévnim pfedpisim v souvislosti s ochranou laboratornich zvifat viz publikace z pfed-
chozich kurz@ (Prezentace vlastnfho vyzkumu a vyzkum funkénich pldnd organismu,
[SBN 978-80-7305-102-0)

Ptedpisy pro nakldddni s geneticky modifikovanymi zvifaty (resp. obecné geneticky
modifikovanymi organizmy®¢) jsou pomérné slozité. Existuji imluvy na evropské drovni,
feSici napf. problematiku biologické bezpecnosti a otdzky uvoliiovdni geneticky modifiko-
vanych organizm@ do prostfed{.®’

36 geneticky modifikovany organizmus - organizmus, kromé ¢lovéka, jehoz dédiény material byl zménén ge-
netickou modifikaci; technicka feSeni, pomoci kterych mize vzniknout geneticky modifikovany organismus,
a technicka feseni, ktera ke vzniku geneticky modifikovaného organismu nevedou, stanovi provadéci pravni
predpis, genetickd modifikace - cilend zména dédi¢ného materialu organismu zptsobem, kterého se nedosah-
ne pfirozenou rekombinaci, a to vneseni cizorodého dédi¢ného materialu do dédi€ného materialu organismu
nebo vynéti ¢asti dédicného materidlu organismu,

37 The Aarhus Convention: An Implementation Guide. http://www.unece.org/env/pp/
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Legislativn{ opatfeni v CR Fesf zdkon 78/2004 Sb. ,O naklddéni s geneticky modifiko-
vanymi organismy a genetickymi produkty® a provddéc{ vyhlaska ¢. 39/2009 Sb., kterou se
ménf vyhldska ¢. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuZiti pokusnych zvifat. Nékteré aspek-
ty prdce s geneticky modifikovanymi my3mi jsou feeny i jinymi souvisejicimi zdkony, napf.
zakonem ¢. 312/2008 Sb., kterym se méni zdkon ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti
tyrdni, ve znéni pozdéjsich predpisi.

Povolenf nakldddni (v¢. napt. dovozu) geneticky modifikovanych zvitat vyddvd Ministerstvo
Zivotniho prostfedi (MZP), odbor environmentélnich rizik; stejné tak se na tento odbor MZP
podévaji kazdorocni hldSen{ o nakldddni s geneticky modifikovanymi zvitaty.

3.2.2. Zasady prace v Centru pro praci s laboratornimi zvifaty

Préce s laboratornimi zvitaty se f{di ,Provoznim fédem pracovisté“. Jsou-li mezi labo-
ratornimi zvifaty i geneticky modifikované mysi, je pouzivdn ,Provozni fdd pracovisté pro
uzaviené nakldddni s geneticky modifikovanymi organismy*“. Zde jsou pfesné popsény jednak
technické prvky vybaveni pfislusnych laboratornich prostor (obr. 4), tak zdvazné pracovni
postupy se zvifaty. Pfedpisy pro takové pracovisté jsou velmi striktni; se zvifaty je nakldddno
podle tzv. , kategorie rizika“. Ta stanovuje bezpe¢nostni rizika prdce s geneticky modifikovany-
mi mySmi jak pro pracovniky, tak pro Zitotn{ prostfedi pro pfipad havérie s inikem chovanych
zvitat do pffrodni populace.

Pfipadny nepldnovany dnik laboratornich mysf (v¢. mySich modeld) mimo urceny labo-
ratorni prostor fes{ tzv. ,Havarijni fdd“ pracovisté. V ném jsou stanoveny jak mozZné nésledky
havdrie s inikem geneticky modifikovanych my3i, tak opatfeni, kterd by musela ndsledovat,
kdyby k tomuto tiniku skute¢né doslo. VSechna opatieni mus{ smétovat k zamezeni tniku zvi-
fat do prostredyi, tj. k zamezen{ moZnosti kontaminace populace ve volné ptirodé genetickymi
modifikacemi vytvofenymi experimentdlné v laboratofi.

B . ‘ % d *
\ . : =

- T ¢ -
Obr. 4a - Chov geneticky modifikovanych mysi (mySich modeli) probihd v mistnosti s tzv. systémem

individudiné ventilovanych kleci. Vsechny pracovni postupy jsou pfisné definovdny v provoznim rddu
pracoviste.
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Obr. 4b - Manipulace se zvitaty, vyména steliva v kleci, doddni krmné smési a napdjecich lahvi probihd
v lamindrnim boxu (v provedeni biohazard) za sterilnich podminek. Box chrdni pfed kontaminact jak
pracovnika, tak laboratorni zvite. Pracovnik pouZivd pri manipulaci ochranny odév a rukavice.

3.2.3. Prakticka ukazka prace v Centru pro praci
s laboratornimi zvifaty

Studenti budou sezndmeni s vybavenim laboratof{, s pracovnimi zdsadami a postupy i se
zakladnf{ laboratornf analyzou (operaéni vykon, hematologickd a biochemickd vySetieni)
laboratornich my3i. Budou demonstrovdna opatieni pro préci s geneticky modifikovany-
mi zvitaty. VeSkeré analyzy a postupy prdce se zvifaty musi byt pfedem schvéleny v tzv.
Projektu pokust (obr. 5, str. 43-45)
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Tuto tabulku vypliiuje vedouci pokusu (§ 18a odst. 2 pism. b) zdkona ¢. 246/1992 Sb.):

PROJEKT POKUSU &.
podle § 11 vyhlasky €. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych zviiat

1. | Identifikace osoby provozujici uZivatelské za¥izeni:
Zadatel - nazev prévnické osoby nebo jméno a prijmeni fyzické osoby, kterd zafizeni provozuje
IC, bylo-li piidéleno | RCH, bylo-li pidéleno
Adresa sidla nebo mista podnikani zadatele (véetné PSC a okresu)
Statutarni organ Zadatele - jméno, pfijmeni, titul
2: Cislo rozhodnuti o ud&leni akreditace a doba jeho platnosti
3. | Vedouci pokusu - jméno, pifjmeni, titul a ¢islo osvédéeni o kvalifikaci podle § 17 odst. 1 zédkona ¢&. 246/1992 Sb.
Zastupce vedouciho pokusu (je-li ustanoven) - jméno, piijmeni, titul a ¢islo osvédéeni o kvalifikaci podle § 17
odst. 1 zakona €. 246/1992 Sb.
4. | Osoba odpovédna za péci o zvifata v uzivatelském zafizeni - jméno, piijment, titul a ¢islo osvédceni o
kvalifikaci podle § 17 odst. 1 zdkona ¢. 246/1992 Sb.
5 Osoba, ktera Fidi ¢innost odborné komise uZivatelského zafizeni - jméno, pfijmeni, titul a ¢islo osvédéeni o
kvalifikaci podle § 17 odst. 1 zdkona ¢. 246/1992 Sb.
6. | Nazey ukolu studie, pFipadné oznaceni grantu
7. Charakteristika cili studie s uvedenim konkrétniho ofekavaného p¥inosu, véetné charakteristiky
aplikovanych litek, nebo zafazeni litek do indika¢nich skupin, s vyjimkou vystupni kontroly SarZi litek
8. | Podle § 15 odst. 1 zikona ¢&. 246/1992 Sb. bude pokus proveden za ucelem (odpovidajici zarazeni oznacte
krizkem (X) do prazdného policka):
a) odvraceni nebo prevence nemoci, zdravotnich poruch a jinych anomalii nebo jejich nasledkt u ¢loveka,
zvifat nebo rostlin, véetné vyroby a zkouseni jakosti, i¢innosti a nekodnosti 1é¢iv, latek nebo vyrobki
b) provadéni diagnostiky nebo 1é¢by onemocnéni, zdravotnich poruch nebo jinych anomalii a jejich
nasledki u ¢lovéka, zvitat nebo rostlin
¢) zjistovani, vyhodnocovani, fizeni nebo modifikace fyziologickych stavii u ¢loveka, zvitat nebo rostlin
d) ochrany zivotniho prostiedi v zajmu zdravi nebo dobrych zivotnich podminek lidi anebo zvirat
e) provadéni vyuky, pokud ¢elu nelze dosdhnout jinak
) zachovani nebo rozmnozovani zivého materialu pro védecké ucely
g) provadéni védeckého vyzkumu
h) konani soudniho fizeni
9. |Metodické postupy prace se zviraty
10. | Prohlaseni navrhovatele o priikazu nezbytnosti pokusu nebo uvedeni pravniho piedpisu, ktery provedeni
pokusu uklada, véetné zdivodnéni, pro¢ nelze pokus na zvifeti nahradit alternativnimi metodami
11. | Zdivodnéni volby druhu, plemene, kmene a kategorie zviFat, jejichZ vyuZiti je planovino, s uvedenim
parametru jejich kvality
12. [Pitvod pokusnych zvifat, s uvedenim evidenénich idaji chovného a dodavatelského zatizeni a RCH
13. | Zdivodnéni pofti zviFat, jejichZ vyuZiti je planovano, za stanovené ¢asové obdobi
14. | Zpisob znaceni zviFat v pokusu
15. | Zpisob znecitlivéni, pFipadné podani bolest utiSujicich prostiedkii nebo opatieni ke sniZeni bolesti
16. | Umisténi zviFat béhem pokusu nebo u volné Zijicich zvirat misto pokusu
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17. [ Casovy plin jednotlivych fizi pokusu na zviFatech, vietn& data jeho ukon&eni

18. | Uroveii oper:

iho vybaveni a zptisob pooperacni péce

19. |Zpusob naloZeni se zvifaty po uk i pokusu

20. |Zpisob kontroly dodrZovini piedpisii k ochrané zviiat

21. | Uvedeni zdravotniho rizika pro dalsi zviFata a pro zaméstnance

22. | Veterinirni podminky pokusu stanovené podle zvlastnich pravnich piedpisi

23. | Zdiuvodnéni opakovani zakroki na zviFatech (je-li s nim pocitano)

24. | Udaj o irovni podminek spravné laboratorni praxe (je-li to pozadovano zvlastnimi pravnimi piedpisy)

25. | Stanovisko organu ochrany p¥irody v pfipadé pokusu na jedincich druhu volné Zijicich zviiat
(mozno uvést a citovat jako prilohu)

26. | Uzivatelské zafizeni, které predklada projekt pokusi k jednorazovym odbérim od hospodatskych zvifat a zvitat v
zajmovych chovech pro ziskani biologického materialu k vyrobé sér, o¢kovacich latek, diagnostik a Iéku, jej roz§iti
o pisemnou smlouvu s vlastnikem zviiete, od kterého se v takovém pripadé nevyzaduje osvédéeni pro chovné
zatizeni (smlouvu uvést jako prilohu):

Provadi uzivatelské zaFizeni takové jednorazové odbéry? (nehodici se vymazte) { ANO NE

Druh a mnoZstvi materialu uréeného k odbéru, doba jeho odbéru, jeho metodika a zpusob péce o zviie po

provedeném odbéru, zpusob seznameni majitele zvifete s témito podminkami a jejich kontrolou

Projekt pokusiu predklada

Telefon / Fax
E-mail
Razitko uzivatelského zatizeni
Datum, podpis vedouciho pokusu Datum, podpis zastupce vedouciho pokusu

Datum, podpis statutarniho organu zadatele
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Tuto tabulku vypliiuje odbornd komise uZivatelského zarizeni (§ 18b odst. 1 zdkona ¢. 246/1992 Sb.):
STANOVISKO ODBORNE KOMISE UZIVATELSKEHO ZARIZENI K PROJEKTU POKUSU ¢&.

Clenové odborné komise

Jméno Podpis Hanm

Tuto tabulku vyplituje piislusny stdtni orgdn (§ 18b odst. 2, § 23 odst. 1 pism. a) zdkona ¢ 246/1992 Sb.):

Nedilnou soucasti tohoto projektu pokusu je povoleni pouZiti
zvirat &.j.

Povoleni bylo vydino dne

Razitko a podpis pFislu$ného statniho organu

Tuto tabulku vypliiuje vedouci pokusu (§ 18a odst. 2 pism. c) zdkona ¢. 246/1992 Sb.):
Schvaleni projektu pokusii 0oznameno p¥islu§nému organu
veterindrni spravy dne

Datum a podpis vedouciho pokusu

Tuto tabulku vyplituje odbornd komise uZivatelského zafizeni (§ 18 odst. 7 zdakona ¢. 246/1992 Sb.):
Souhlas k zahajeni pokusu udélen dne

Datum a podpis ¢lena odborné komise uzivatelského zarizeni

Obr. 5 - Projekt pokusd, ktery po vypinéni schvaluje Odbornd komise pro praci s laboratornimi zvitaty pri
LF UP a prislusny stdtni orgdn (MSMT)
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KMENOVE BUNKY

4. OBRAZOVA PRILOHA

Fotogalerie koloni{ krevnich bunék narostlych v polotekutém médiu
z kultur hematopoetickych progenitort izolovanych z lidské periferni krve
nebo z mysich fetdlnich jater a sleziny.
K focen{ byl pouzit invertovany mikroskop Olympus IX71,
s digitdln{ barevnou kamerou DP70.

Autoti fotografif krevnich bunék:
M. Horvéthovd, V. Divoky, S. Takdcovd, Ustav Biologie LF UP Olomouc.
U jednotlivych fotografif je uvedeno ptivodn{ zvétseni.

Ukdzky osvédceni pro préci s laboratornimi zvitaty

OD FYZIOLOGIE K MEDICINE
Integrace védy vyzkumu odborného vzdélavani a praxe

evropsky Wr ‘f.

socialn MINISTERSTVO $KOLSTVI, OP Vzdélavani
% 4 fond v CR MLADEZE A TELOVYGHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

* X %

*
* *

= ERSITA ,@%&
g
, o
—_

* *
* x*

EVROPSKA UNIE

Erupgs®
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Zvétseni 40x

Zvétseni 100x
Kolonie z erytroidnich progenitord (BFU-E) z lidské krve
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Zvétseni 40x

Zvétsent 40x
Kolonie z granulocytdrniho-makrofdgového progenitoru (CFU-GM, nahore) a z makrofdgového progeni-
toru (CFU-M, dole) z lidské krve
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L

S

Zvetseni 100x

Zveétseni 100x
Kolonie z mysich progenitord: erytroidniho z fetdlnich jater (nahore) a granulocytdrniho-makrofdgového
ze sleziny (dole)
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VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA BRNO

USTREDNI KOMISE PRO OCHRANU ZVIRAT

OSVEDCENI

0 zplisobilosti podle § 17 zakona CNR & 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani,
ve znéni zékona ¢. 162/1993 Sb. (zékona &. 193/1994 Sb., zakona &. 243/1997 Sb.,
nélezu US & 30/1998 Sb.).

Jméno:

Rodné &islo:
absolvoval(a) kvalifikaéni pfipravu a Gsp&8né sloZil(a) zkousku podle zkuSebniho fadu
schvaleného dne 12. 5. 2000 ministrem zemédglstvi CR
(Vestnik Ministerstva zem&d&lstvi Ceské republiky, &astka 3, &islo 3 - Serven 2000)

Evid. &islo: 103/2004 — V2 . Datum: 9. 4. 2004
: Q’};@“E %

Nz o

2

: oF
) /

M')/"w/ Z r7gswatd
/ ]t Uy ;
dékan predseda zkusebni komise
predseda UKOZ

Osvédcent pro préci s laboratornimi zviiaty vyddvané v CR
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O ICL ‘ O

felasa

CELTIFICATE

has participated successfully in the intensive course on
PESFARCH, ANIMALS & WELFARE
held in Jirmala, Latvia from 9-19 October 1999

This course followed the FELASA curriculum (Category C) for the training
of scientific personnel, as acknowledged by the European Union and the Council of Europe,
and aims at providing competence as “a person planning or performing animal experiments’”

The Course included 80 hours of lectures, demonstrations, hands-on work and
group work, on basic and applied laboratory animal science and a written examination.

Jarmala, 19 October, 1999

A i

/ L{Z{/h

Universite Catholique de Louvain University of Latvia
Brussels, Belgium { Riga, Latvia
Chaimman Course Organization Group President of Balt-LASA

Local organizer

Evropské osvédcent pro prdci s laboratornimi zvitaty vyddvané FELASA (Federation of European Labora-
tory Animal Science Association)
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UNIVERSITY OF WASHINGTON

INSTITUTIONAL ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE
Animal Use Training

CERTIFICATE OF ACHIEV EMIENT

This certifies that

successfully completed the following procedures
Biosafety Level 2 Vivarium September 13, 2002
Cervical Dislocation Unanesthetized Mouse April 23, 2002
Laws & Regulations Training May 1, 2001
Modified SPF Orientation to 6th Floor September 9, 2002
Mouse Animal Use Training Session May 1, 2001
SPF Procedures Training September 5, 2002

TitleiiBl I fé/ 203

William Wheeler Dal
Animal Use Training Instructor

Osvédceni pro vybrané cinnosti v souvislosti s laboratornimi zvitaty vyddvané na University of Washing-
ton, USA
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