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Kmenova bunka je burika schopna sebeobnovy a
zaroven produkce diferencovanych dcerinych bunék

Sebeobnova

= Nejmeéné jedna ze dvou dcefinych bunék si zachova
charakteristiky bunky puvodni

Diferenciacni potencial
= Schopnost tvofrit jeden €i vice bunécnych typdu,
jinych, nez je materska burnka
Determinace

- Proces ztraty potencialu a ziskavani specializovaneé
funkce



Resené otazky

Mechanismus a kontrola proliferace v nediferencovaném
stavu

Existuje univerzalni kmenova bunka ?

Jsou kmenové bunky predem geneticky
naprogramované?

Mechanismy rizeni diferenciace

Plasticita somatickych kmenovych bunék

Migrace na misto urceni

Vliv niche

Kdy, kde a kolik vznika somatickych kmenovych bunék



Uziti kmenovych bunék

Reparace a regenerace tkani
NosiCe genové terapie
Testovani léku (terapeutické klonovani)

Nové poznatky o mechanismech rané
embryogeneze
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EMBRYO X FETUS X DOSFELY JEDINEC

Embryonalni kmenovebunky (nejvétsi potencial, zdroj embrya
z in vitro fertilizace nebo penos jader, eticky problem)
Fetalni neuralni kmenoveébunky (powzivaji se, zdroj potraty,

eticky problém, nedostabmé mnazstvi, noe
iImmortalizovaneé linie)

Z dospélych jedincu:

Kmenoveé bunky kostni drené, €ichové buiky (pouzivaji se,
zatim ale omezea# zdroj pacient sam, podpna funkce)

Kmenové bunky pupe€nikové krve (malé manosti polriti,
omezer’ napr. u nékterych sourozena)



Zygota Blastocysta
Totipotentni

Embryonalni zarodecné Pupecnikove Buriky embryonalnich
burky (EG) kmenové bunky karcinomu (EC)

(primordidlni zarodeéné buriky) Pluri- nebo Pluripotentni
Pluripotentni Multipotentni

Embryonalni kmenove
bunky (ES)
Pluripotentni

Neurdlni kmenové buriky (NKB)



Neuralni kmenové bunky

= Tkanoveé specifické multipotentni

bunky
= Fetalni a dospély CNS

= Definovany jako bunky schopné

sebeobnovy a diferenciace v
neurony, astrocyty a
oligodendrocyty

Neuron

Kmenova bunka

Ranna
#2\ progenitorova
= ) bunka

Oligodendrocyt Astrocyt



Deleni kmenovych bunék

Asymetricke

Symetrické

Typ déleni a diferenciace jsou
ovlivneny okolnim prostredim
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Neuralni kmenové bunky béhem fetalniho vyvoje
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Interkineticka jaderna migrace v RG

Basal Lamina

(Basolateral) Plasma Membrane
Neuronal Nucleus

Basal Progenitor Nucleus

Apical Progenitor Nucleus

Adherens Junction
Basal Body/Centrosome

Apical Plasma Membrane
and Primary Cilium

{Temooe® | |

Apical-Basal Gradients

Apical



Diferenciace neuralni trubice
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Signalni drahy ridici prostorovou a casovou
specifikaci kmenovych bunék

n Genetics & Development




Laminarné a subtypove specifické geny mysiho
neokortexu
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Neuralni kmenoveé bunky v dospélém mozku

V subventrikularni zoné (SV2)
kolem lateralnich ventrikulu
V gyru dentatu hipokampu

Lateral
Meural ventricle

stom oells Oifactory

bulb

-
........

Déleni bunék v SVZ

A)Neuroblasty
B)Astrocyty SVZ (kmenové b.) ° b c
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Migrace ze SVZ do OB

B = perigtomemnylarni
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Neurogeneze v hipokampu

Doublecortin (DCX) je
marker noveé

generovanych neuronu
(D bunék).

Usporadani subgranularni zony v koronalni roviné.
Radialni Astrocyty s tangencialnimi vybézky

D buriky vytvareji shluky,

které jsou umistény v hnizdé tvoreném vybézky
astrocytd. D1 bunky v ném dozravaji v D2 a D3
bunky, které se usadi v GCL pobliz starSich
granularnich neurond.

(Seri et al., 2004).




Aktivaci kmenovych bunék v dospélem mozku vyvola
Ischemie, poranéni CNS, obohacené prostredi, cviceni atp.

Kontrola Ischemie

From Dr. Takagi and Tagahashi
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Transplantace kmenovych
\ bunek
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Identifikace, izolace a kultivace
neuralnich kmenovych bunék

= Na rozdil od napr. hematopoietickych kmenovych bunék
neexistuji spolehlivé povrchové znaky => nemoznost
jednoznacéné prospektivni identifikace

= Z odebrané fetalni nebo dospélé nervové tkan je
mechanicky nebo enzymaticky pripravena suspenze
jednotlivych bunék

= Pritomnost NKB v suspenzi je prokazovana nasledné na

zakladé jejich schopnosti proliferovat v kulture a po
iIndukci diferencovat v neurony a glie



Kultivace NKB

Kultivace ve formé neurosfer

pripravena suspenze jednotlivych bunék je kultivovana v
bezsérovém meédiu za pritomnosti rustovych faktoru, které
stimuluji proliferaci NKB

bazicky fibroblastovy rustovy faktor (bFGF)
epidermalni rastovy faktor (EGF)
pro lidské NKB navic leukocytarni inhibiéni faktor (LIF)

terminalné diferencované buriky za téchto podminek
neprezivaji, NKB a progenitory se déli za vzniku sférickych
volné plovoucich utvaru slozenych z mnoha bunék =
NEUROSFER

RozliSeni NKB a progenitoru: pfipraveni suspenze
jednotlivych bunék z primarnich neurosfér => nova kultivace
bunky které vytvori sekundarni neurosféery jsou NKB



Prikaz pluripotence NKB

=V podminkach in vitro
= indukovana diferenciace NKB

= neurosféry jsou vysazeny na adhezivni povrch (kultivaéni
miska potazena molekulami extracelularni matrix, napf.
lamininem, fibronektinem)

= Iindukce diferenciace
a) odebranim rustovych faktoru
b) pFidanim fetalniho sera
c) pFidanim kyseliny all-trans retinovée
= po nékolika dnech NKB diferencuji ve smés terminalné
diferencovanych bunék, neuronu a glii
=V podminkach in vivo

= transplantace oznacenych NKB a sledovani jejich
diferenciace v prostredi zdravého nebo poskozeného CNS



izolaci

BIII tubulin
DAPI




| in vitro (pasaz 6)

%

B-111 tubulin




5 dni /n vitro diferenciace

« Kultivace na povrchu potazeném lamininem a fibronektinem
« Indukce diferenciace pomoci 1 pM ATRA nebo 1% FBS

Fazovy kontrast

BIII tubulin




Vyuziti NKB pro experimentalni terapie poskozeni
CNS

= Transplantace NKB byla Uspésné vyuzita jako
experimentalni terapie na mnoha zvifecich modelech
poskozeni CNS, vCetné:
Parkinsonovy choroby
Huntingtonovy choroby
MisSniho poranéni
= Experimentalni transplantace lidskeé fetalni nervove tkané
pacientum s Parkinsonovou a Huntingtonovou chorobou
= eticky kontroverzni, pouziti fétu z interupci
= Alternativni zdroj bunék:
= Immortalizované bunéc¢né linie

= Nervové bunky diferencované z ESC
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blastocyst
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blastocyst

inner cell mass irradiated mouse fibroblasts




Diferencilace In vitro

embryonic stem-cell lines

differentiating
factor

differentiating
factor

\]
: . heart-muscle cells
differentiating

factor




Neuraln i diferen ciace : 2 hlavn i stupn é

Nediferencované ES @

Stupen | ﬂ@
Embryoidni téliska nebo monovrstva? @ @
BMP antagoniste neuralni @ [f ﬂ

Prekurzorové buriky

Purifikace progenitory @@ %@ glidni

progenitoru ? progenitory

Stupen |l 1 \
Jakeé rlstove faktory pro -
jakou neuronalni linii? neurony 7':;,\ o

fsi oligodendrocyty

Terminalné diferencované bunky

astrocyty



Neuralni diferenciace : dve hlavni stadia

Stupen | Stupen |

»
»

FGF2, Shh, AA
50-70%

}-tubulin lll/

Itsykson P. et al., 2005,

Noggl Mol Cell Neurosci
="

otoneurony
poly-D-lyzinem a lamininem potazené misky RA (2 pM/ml)
(poly-D-lyzinem a fibronektinem pro glidln Shh (300 nM/’mI)
fenotyp)
astrocyty
20 ng/ml EGF PGDF-AA (20
a 10M/ml all- ng/ml), bFGF
trans-RA v , (20 ng/ml), - A Nl
DMSO na 7 dni EGF (20ng/ml) S

: Itsykson P. et al., 2005,
ltsykson P. et al., 2005, Mol Cell Neurosci Mol Cell Neurosci



Prukaz zralosti a funkce

Johnson A.M. et al., 2007, J Neurosci



Induction of Pluripotent Stem Cells
from Adult Human Fibroblasts
by Defined Factors
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Sou€asny stav pozn ani

Cell Stem Cell

Conversion of Mouse and Human Fibroblasts
into Functional Spinal Motor Neurons

Esther Y. Son,238 Justin K. Ichida,’>® Brian J. Wainger, Jeremy S. Toma,” Victor F. Rafuse,” Clifford J. Woolf, "5
and Kevin Eggan’2:3.*
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Spravn a vyrobn i praxe a hES linie
pou ziteln é v klinické medicin é

~ A) Optimization and standardization of
hESC culture protocols for clinical use

standard:
feeder+animal
components

Xeno-
free
+ feeder

feeder-
free

..............

defined xeno-free
conditions

B) GMP-grade hESCs

External compliance check

GMP validation of
materials &

Erotocols ESOPs}

Derivation, culture and
storage in GMP facility

Unger C. et al, 2008, Human Molecular Genetics

_________________________ -
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Geron — lidské ESC pro |écbu SCI

= GRNOPC1 (progenitorové bunky oligodendrocytu)
pripravené z lidskych ESC

= Pouziti pro [éCbu misniho poskozeni

= Zatim pouze u pacientU s poskozenim tfidy A injury (ASIA
score)

= Transplantace 7-14 dni po poranéni

= Klinicky test I. faze = pouze oveéreni bezpeCnosti



Budoucnost vyuziti NKB v terapiich CNS

= NKB budou slouzit hlavné jako model
Vyvoje nervového systému a bunecné
diferenciace

= Ziskané poznatky budou vyuzity k
produkci autolognich bunék pro viastni
terapeutické pouziti



Definice multipotentnich
mesenchymvych stronalnich buk ( MSC)

Adherentni (CFU-F)

Pripominaji fibroblasty

Pozitivnhi na adhezni molekuly CD73, CD 90, CD105

Negativni na hematopoietické markery CD14 nebo
11a, CD 34 and CD 45, CD 19, HLA- 1I

Schopnost diferenciace do osteo, adipo and
chondrogeniho fenotypu
( Dominici et al ,Cytotherapy, 2006)



diferenciace

Vyhody / . Newhody
«Dostupnost limitované moznosti

*Autologni pouziti

e flUze

Snadna kultivace

*Geneticky

modifikovatelné Zdroje

*Nedélaji tumory

Podani i.v.

Liposuction Process

2 HowStulfWorks

Kostni dren

Cannula

Tukova tkan

«Zubni pulpa
*Pupecnik

*Placenta

Subcutaneous
" bennis

Epidermis




Migrace a funkce MSC vt éle prijemce
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8 %

MSCs

Stromal derived factor-1 (SDF-1,
CXCL12) v kostni dfeni a
ischemicka tkan + CXCR4 na
MSC. (Wynn, Blood 2004)

MSC se usazuji v tumorech diky
monocyte chemotactic protein -1 (
MCP-1), uvoliovanému tumory
(Dwyer, Clin Cancer Res 2007)

Table I. Cyrokine and growth feror expression by culoured
mesenchymal stem cells.

Expressed

IL-&

IL-7

IL-8
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Fli=3 ligand

MCSF

TGE-#

BMI-4

0s5M

Induced in response w stimulation ez by I1-1)
IL-1x
IL-18
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Priklady pozitivniho ucinku MSC
In VIVO

Ruzné exprimentalni modely



Zhang et al, 2006

Podpurna funkce

Podani MSC i.a. potkanim s MCAO 1 proliferaci v
SVZ a v ischemické oblasti T expresi BMP a Cx43
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MSC lze geneticky modifikovat
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Model ischemie

Lidské MSC - injekce 1den po prechodné celkové ischemii mysiho
hipokampu.

Zlepsena funkce a snizeny pocet mrtvych neuronu.

Prezivaly < 7 dni (i v SCID zviratech).

Neproliferovaly.

Ischemie upregulovala 586 mysich gend.

hMSC downregulovaly > 10% ze zvySenych (zanétlivé/imunitni odpovéd).

V mysich mikrogliich/makrofagach, zvysily expresi neuroprotektivniho
cytokinu Ym1, IGF-1 (podporuje bunécné prezivani), galektinu-3, MHC I,
Th2 cytokinu

(Ohtaki H et al PNAS 2008)
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Misni poraneni (po sedmi tydnech)




Misni poraneni (po transplantaci MSC)




Nahrada bun ek?
Neuroprote ktivn i, neurotro ficky
nebo protizan étlivy U €inek ?

Table. Beneficial Action of Transplanted Neural Stem Cells and Potential Use in Central Nervous System Disorders
Cell Anti-inflammatory Neuroprotective Neurotrophic

Disorder Replacement Effect Effect Effect
Parkinson disease Yes No Yes No
Huntington disease Yes No Yes No
Amyotrophic lateral sclerosis Unknown No Yes No
Alzheimer disease No No Yes No
Stroke No Yes No Unknown
Spinal cord injury No Yes No Yes
Genetic dysmyelinating diseases Yes No No No
Multiple sclerosis Yes Yes Unknown Unknown
Age-related macular degeneration and Unknown No Yes No

other degenerative retinal diseases

Einstein O. & Ben-Hur T., 2008, Neurol Rew



Tkanoveé inzenyrstvi

Rustoveé faktory
v
BUNKY

BIOMATERIALY

kovy keramika




Pozadovaneé vlastnosti implantovatelnych materialu

* Biokompatibilita
o Optimalni fyzikalni vlastnosti (mékkost, obsah vody)
e Optimalni porosita: velikost a propojeni poru

e Pokryti povrchu atraktivnimi latkami pro vrustani
axonu a bunéek

e Resorbovatelnost

 Moznost injekcni aplikace



Biomaterialy jako nosice bunék

Bunky
+

Biomaterialy




HPMA-RGD hydrogel v misSnim poranéni - 6 mésicu po Tx

50pum » 25um



BBB score

Funkcni testy na modelu chronicke léze

Motoricky test

Test senzitivity

Tydny po miSnim poraréni

—n—
—h—

PRE R 14 - % % Xk Kk k %k X k %k %
M 12y
FTI &y
I
S8
a 4
T §°1 |
&8 |
ooy,
Implantace _ Implantace
2.
ryrrrrrrrrrrrrrrrprrrprryrirnri OI|I|IIIIIIlIlIlllllIlllll
3 5 7 9 M 131517 19 21 23 25 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tydny po miSnim poraréni

Poraréni + Hydrogel + MSCs p<0.05

Poraréni + Hydrogel

Pouze poraéni



Morfometrie zachovalé tk ane




Budouchnost

Musime vypéstovat vhodné bunky pro Kklinické uziti a v dostateéném
MNOoZstvi.

Takové bunky musi zUstat tak stabilni, aby stale generovaly dostatecne
mnozstvi neuronu a gliovych bunék, nebo aby produkovaly faktory
podporujici regeneraci, diferenciaci nebo neurogenesi.

Bunky po prfenosu nesméji vytvaret nadory, nebo vést k pfenosu jinych
onemocneéni.

Tyto buriky musi mit i u ¢lovéka potencial napravit anatomicke a funkéni
defekty.

Umélé biomaterialy budou slouzit jako nosi¢e a mosty



