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Abstrakt

Potencial kmgovych buniek pre vyvin, regeneraciu a obnovu tkapdznali
embryologovia a vyvinovi bioldgovia uz Kee rokov. Km@&ové bunky su pévodcom
Zivota organizmu. U zvierat @oveka vytvara jedind totipotentna kiowa bunka,
ktorou je opolodnené v&lo, cely organizmus obsahujluci mnozstvo Speciafingeh
typov buniek. Citom bakalarskej prace je suhrnne prezent®isasny poliad na to,
¢o st kméové bunky a n&o mozu sluzi. Kmeiové bunky maju obrovsky potencial
v oblastiach regenerativnej mediciny a tkanivovitiinierstva pretoZe si zachovéavaju
schopnos vytvara’ kazdy typ bunky a tkaniva v tele. Coen intenzivneho vyskumu
kmeiovych buniek je ich pouzitie &loveka. V poslednych rokoch sa dosiahol obrovsky
pokrok v potencialnom vyuziti kmevych buniek ako ligebnych prostriedov, ktoré
moézu vieg k predZeniu Zivota so zmen3enim bolesti a jeho vy33ejittvdKmeiové
bunky moéZu by kr'a¢om k nahrade buniek stratenych pri mnohych chotobaicymi sa
Parkinsonova choroba, cukrovka, chronickd chorobbdcas svalova distrofia

alebo porucha gene, ako aj rakovina.

Kracové slova:kmaiové bunky, embryo, pluripotencia, homologicka rekamacia



Abstract

The potential of stem cells for development, regathen and renewal of tissues
has been well known by embryologists and developahdnologists for many years.
The stem cells are the origin of organism’s lifeahimals and humans, one totipotent
stem cell, the fertilized oocyte, generates a cemmrganism containing number of
specialized cell types. The goal of bachelor warktd present in one resource the
current understanding of what stem cells are andt\liey can do. Stem cells have
huge potential in the fields of regenerative medicand tissue engineering because
they hold the capacity to produce every type of @edl tissue in the body. The goal of
the intense research on stem cells is for humaficagpn. Tremendous progress has
been made in the past few years in the potent@abiistem cells as therapeutic agents,
which may lead to prolonged life with less suffgrend higher quality. Stem cells may
be the key to replacing cells lost in many diseaseh as Parkinson’s disease, diabetes,
chronic heart disease, muscular distrophy or ligdure as well as cancer.

Keywords: stem cells, embryo, pluripotency, homologous rduioation
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Uvod

Kmenové bunky su pévodcami Zivota. UZ v roku 1858 zddilavyznamny
nemecky lekar a otec modernej patologie Rudolf hoke vo svojom vyroky,Omnis

TR

cellula e cellula®, ze kazda bunka vznika z inej bunky.

Prvotna kmeova bunka, oplodnené véko, vznika splynutim satej a samiej
pohlavnej bunky, ktoré su haploidnymi potomkamiozinych kmeaovych buniek.
Oplodnené vagko je totipotentné tzn. Ze sa z neho postupne vytvaraju vsetky wéani
vyvijajuceho sa embrya. UZ s vyvoja embrya sa vytvaraju zarédé kmeiové
bunky, ktoré pretrvavaju aj u dospelého jedincan@aiuju tak pokr&ovanie zivotného

cyklu.

U dospelych jedincov sa tkanivd obnovuju prolifésac Specializovanych
kmeiovych buniek. Tieto bunky sa neustale deliag@n prispievaju k vytvaraniu
jednak novych kmgovych buniek a jednak buniek, u ktorych ¢ire proces
diferenciacie na Specializovany typ buniek so Jpméau funkciou. Normalna obnova
tkaniva sa uskutaiuje ¢innog’ou diferencujucich sa potomkov kimych buniek, tzv.
prechodnych deliacich sa buniekafsit-amplifying cells Napr. zrelé krvné bunky
vznikaju diferenciaciou z hematopoetickych kmeych buniek v kostnej dreni alebo
vystelkové bunky gastrointestinalneho traktu suatdamé z prechodnych deliacich sa

buniek pochadzajucich z kmavych buniek intestinalnych Zliaz.

Uz v 19. stor. vyslovili patolégovia pri vysvewani bunkového pdévodu
rakoviny po prvykrat hypotézu o pritomnosti kiogych buniek, ako tzv.
~embryonalnych zvyskov“. NeskorSie vedecké Studezn@ili, Ze vé&sSina druhov
rakoviny pochadza z kmevych buniek alebo ich priamych potomkov, ktoryndi s
prechodné deliace sa bunky. Rakovina vznik4 v dési@oruSenia rovnovahy medzi

intenzitou proliferacie buniek a intenzitou icheténciacie, resp. zaniku.

Pochopenie mechanizmu kontroly proliferacie a difieiacie km#ovych
buniek a ich potomkov nie jel&ovou ulohou iba pri lighe rakoviny, ale taktiez
pri réznych druhoch bunkovych transplantacti, génovej terapii pri mnohych

metabolickych, degenerativnych a imunologickychrobéch.




1 PrehPad literatary

1.1 Historia

Pod’a Leslieho Brainerda Areya, ktorého povaZzujeme zea omodernej
embryolégie (AREY, 1974), sa pravdepodobne ako pakuasil pochopi povod Zivota
a paiatotny vyvin ¢loveka grécky filozof a polyhistor Aristoteles (384322 pr. n. 1.).
Pripual pcaiiatocné etapy vyvinu v maternici a pkad vSetkého bol prvym, ktory sa
zamy%al nad zakladnym rozporor, nové individuum bolo alebo nebolo vytvoreshe
novq resp.¢i uz bolo ,predvytvorené” vtele matky a 2&ené iba p&as vyvinu
(AREY, 1974).

Aristotelova predstava spontanneho vzniku Zivotia 8eobecne uznavana viac
ako dve tisicrdia, az kym neprerastla do zavazného sporu mediidsio 19. storéia.
Hypotézu, Ze Zivot nevznikol spontdnne, ale présae uz existujuceho Zivoi®mne
vivum ex vivo; vyslovil v roku 1855 nemecky zool6g Franz von digy ESte v tom
istom roku zovSeobecnil Rudolf Virchow tuto hypatéaa postulat,Omnis cellula e
cellula“, ktory hovori otom, Ze vSetky bunky v organizmé sdvodené z uz
existujucich buniek, tzn. Ze aj vSetky bunlkydského tela pochadzaju z uz existujucej
kmeiove] bunky, oplodneného véia. Hypotéza spontanneho vzniku Zivota nebola
formalne vyvratend az do roku 1864, kedy Louis @astuskutonil dbékladne
kontrolované experimenty, ktoré nepreukazali radroorganizmov v sterilizovanom
bujéne (DEBRE, 1998).

V poslednych rokoch je stale aktualnejSi problénmedfasného ukotenia
gravidity, s ktorym sa do popredia dostdva ota#de vlastne z&na Zivot. Potla
principov odvodenych od Leydiga, Virchowa a Pastedivot ako ho pozname ani
nekorti ani nezéina, ale je nepretrzity (obr. 1) a dospélgvek je iba jednou etapou

v cykleTudského Zivota.
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Obr. 1 Cyklus zivota (SELL, 2004).

1.2 Charakteristika kmenovych buniek

1.2.1 Definicia kmeiovych buniek, ich vlastnosti a rozdelenie

Na za&iatku Zivota stoji km#ova bunka — pdvodca Zivota organizmu. Je to
samostatna bunka, z ktorej mézu postupne vEmka&é bunky, ktoré’alej diferencuju
na ktorékdvek Specializované bunky embryonalneho alebo débpeakaniva. Tato ich
vlastnos$ sa nazyvaotipotencia Prvotna km#&ova bunka, oplodnené véko, sa pé
alebo Sekrat deli, prtom z nej vznikaju bunkové linie, ktoré vytvarajuzme
diferencované organy. Pas tychto p&atocnych deleni, si kazda dcérska bunka
udrziava svoju totipotentnésEmbryonalne kmigové bunky postupne cez sled deleni
a diferenciacii stracaju svoj potencial a nadobiiddiferencovana funkciu. Tento
proces je zndmy akaletermindcia Paias normalnej obnovy tkaniv u dospelych
organov vznikaju z tkanivovych kmevych buniek nové bunky, ktoré diferencuju do
zrelych funknych buniek prislusnych tkaniv. Okrem zaréajgrh buniek, ktoré si
zachovavaju totipotentnths ma v&Sina kmaovych buniek v dospelych tkanivach
zniZzeny potencial vytvarfa bunky odliSnych typov, tzn. Ze tieto bunky su
determinované. Predsa len vSak existuju dokazyniéktoré bunky si zachovavaju

totipotentnos aj v dospelych tkanivach, najma v kostnej drell(lS 2004).
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O tom, ako sa vyvija dospely jedinec z primordiémykmeiovych buniek, sme
donedavna vedeli iba na zéklade klasickych Studiivyvinovej anatémii (AREY,
1974). Po oplodneni podstupuje wk@ procesy bunkovych deleni a bunkovych
migracii, ktoré su zname aKkwrazdenie vajlka (ryhovanie). V tomto pHatocnom
procese dostava kazda dcérska bunka cell chromeZomdavu pévodnej bunky,
pricom je Uplne rovnaka ako bunka materskd. Toto deldéniniek je zndme ako
symetrické delenia@ je pritom v protiklade k vlastnostiam somatidkykmeiovych
buniek, ktoré vykazujuasymetrické delenie(THRASHER, 1966; MEROK et
SHERLEY, 2001).

Dcérske bunky, nazyvardastomérydrzia spolu a vytvaraju zhluk buniek znamy
akomorula Pri kazdom deleni je sicelk®d’ blastomér redukovana, ale transplané
Studie nazndli, Ze kazd4 embryonélna blastoméra ma schapnggvara’ vsSetky
diferencované typy buniekio je spdsobené tym, Ze je totipotentnad. Ak sa napok
pocet blastomér priblizi k 32 alebo 64 bunkdm, v sigdasti ich zvasSujuceho sa
zhluku sa objavi dutina a vznilkdastocysta Jej vonkajSie bunky vytvaraju u cicavcov
embryonélne membrany a placentu, Zatia vnatorna masa bunieklastocysty (inner
cell mass, ICM), utvara embryo. V tejto etape ué sil vSetky bunky totipotentné,
pretoZze vonkajSie bunky sa@stuju na stavbe embryonalnych membranach alebo
placente. Postupne ako sa vnatornd bunkova masgayylcérske bunky zénaju
nadobudé navzgjom odliSné vlastnosti a utvéraju Specifiekdasti, z ktorych sa
nakoniec vytvoria odliSnyné zlozky vyvijajucehoesabrya. Tento proces je znamy ako
gastrulacia. R&as gastrulacie dochadza k strate totipotencie kumétornej bunkovej
masy a blastula je preskupend invaginaciou bunieénkajSej blastocysty zatélom
vytvorenia vrstvovitych ,zarodmych* zon zndmych ako ektoderm, mezoderm
a endoderm. Koza, dermalne prisluSenstvo, mozogenawe tkanivo vznikaju
z ektodermu, spojivové tkanivo, svalstvo, kosti ranké cievy z mezodermu

a gastrointestinalny trakt a vnatorn@zove organy z endodermu (AREY, 1974).

Proces straty potencialu kimvych buniek a nadobudnutia Specializovanej funieie
znamy akadeterminaciaV tomto procese vznikaju z totipotentnych kmoeych buniek
blastoménpluripotentné bunkyzarod@nych vrstiev. Tieto zase umiadu vznik
zakladatéskym bunkam vyvijajacich sa orgadnov. Tkanivova duieacia sa tak
uskut@nuje prostrednictvom tychto buniek cez interakcitesimi typmi buniek, napr.

determinacia prvotnyclirevnych buniek v pgeni (MATSUMOTO et al., 2001) alebo
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pankreasu (LAMMERT et al., 2001) sa uskifige Vv spojeni s vyvijajucim sa
endotelom krvnych ciev. Ako sa bunky stavaju Spgec@anymi na tkaniva, ich
potencial sa stava viac limitovanym az nakoniecerdificuji do kon@ych

diferencovanych buniek.

Embryonalne kmé&ové bunky

V optimalnych podmienkach su bunky z vnutornej bawg§ masy ifiner cell
mass ICM) preimplantanej blastocysty schopné trvalej proliferacie (EVANS
KAUFMAN, 1981). Okrem toho mdZzu embryonalne kioeé bunky (obr. 2) v
indukovanych podmienkach podsttipdeterminaciu a diferenciaciu na rdézne typy
tkaniv. Na rozdiel od nich ma & ina somatickych progenitorovych buniek po
vytvoreni zarodeénych vrstiev limitovan( ttku Zivota a spolu s utvaranim kéngch
organov preukazuje znizujuci diferengig potencial (MEROK et SHERLEY, 2001).
COLE et al. (1966) dokazali izolow@mbryonalne kmevé bunky z preimplantaych
blastocyst kralikov s pouzitim vyZivovacich vrstiepricom prerastené bunky
diferencovali na krvné ostroégky, svaly, spojivové tkanivo, neurdny a makrofagy.
GARDNER (1968) preukazal, Ze po injekcii embryoryam kmeaiovych buniek do
normalnej blastocysty boli bunky schopnéasnej kolonizacie vo vyvijajicom sa
embryu a mohli vytvarachimerické individuum. Tym GARDNER (1968) v podsta
preukazal aj to, Ze pred implantaciou, boli bunkplternej bunkovej masy
pluripotentné. EDWARDS et al. (1980) dokéazali zisk#udské oocyty po
gonadotropinovej stimulacii, oplodhich in vitro a v tychto podmienkach ich nechali
rag’ do Stadia blastocysty (EDWARDS et al., 1980; STGETet al., 1980). Nasledny
prenosin vitro oplodnenych embryi do maternic infertiinych patiedn doplneny
hormonalnou lutealnou podporou nakoniec viedol pegsej klinickej aplikéciin vitro

fertilizacie.
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Obr. 2 Kolonie embryonalnych kni@vych buniek

(http://www.etopiamedia.net/emmnn/pages/emmnn7@858.html)

Obrovsky potencialin vivo pouzitia embryonalnych kmievych buniek pri
liecbe sa preukazal v experimente, pri ktorom boli gmbéalne kmaove bunky
injektované do letalne oziarenym mySiam¢pm doslo k obnove knievych buniek
stratenej kostnej drene (HOLLANDS, 1987). V roku9&9boli opisanéludské
embryonélne km#vé bunky, ktoré mohli piin vitro kultivacii diferencové na bunky
¢revneho epitelu, chrupky, kosti, svalu, neuronalalsich typov buniek (THOMSON
et al., 1998; SHAMBLOTT et al., 1998). Mozndsultivacie'udskych embryonalnych
kmeiovych buniekin vitro, moznos$ produkcieludskych embryonalnych bunkovych
linii (SCHULDINER et al., 2000) a pravdepodobtioge tieto bunky mézu priamo
diferencovd na rézne typy buniek (PITTENGER et al., 1999), msitasnej dobe
obrovsky vyznam vo vyskume embryonalnych kime/ch buniek pre &ely
nahradzania stratenych alebo poSkodenych tkanivovaniek (DONOVAN et
GEARHART, 2001). PretoZze embryonalne kmeé bunky umoiuju
vznik zarodénych buniek, zarodmé bunky zase vznik véka a spermii, vajko
aspermie vznik oplodneného @ a nakoniec oplodnené \#d vznik
embryonalnych buniek (obr. 1), predpoklada sa, iadre diploidné bunky v tomto
cykle neumoituju vznik buniek dospelého individua.

Problém v pouziti embryonalnych kievych buniek pri nahradzani dospelého
tkaniva speiva v ich nizkej ginnosti a vyZaduje dlihgas ich diferenciacie na dospelé
funkéné bunky. Tento problém méZze tbyyrieSeny bd pouzitim dospelych
prekurzorovych buniek alebo riadenim embryonalnydmeiovych buniek

Specializovanou tkanivovou cestou. Embryonalne dowé bunky vyZzaduju mnoZzstvo
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signdlov za &elom tvorby buniek vySSie diferencovaného typu. &ti napr.
Specializované kultivmé podmienky vratane pbésobenia rastového faktora pr
fibroblasty ibroblast growth factar FGF) (ZHANG et al., 2001) alebo kultivaciu s
rastovym faktorom pre fibroblastydalSimi rastovymi faktormi (REUBINOFF et al.
2001) umo#ujuca tvorbu neuralnych prekzurzorovych buniekr&tmézu by, aspa
u mySi, inkorporované do vyvijalceho sa mozgu. Te&ak vyZaduje presnu
identifikaciu in vitro podmienok pre vyuzitie diferenciaého potencialu
embryonalnych kmevych buniek.

Embryonalne kmigové bunky sa vyzraju nasledovnymi vlastnéami
(RYBAN, 2010):

* sU pluripotentné,

* mozno ich kultivovd v podmienkachin vitro a udrziavd v dlhodobo
pluripotentnom stave v presne definovanych podnaehkultivacie,

* v podmienkachin vitro su schopné diferencavado vSetkych typov tkaniv
vratane pohlavnych buniek,

* vnesenim embryonalnych ki@/ych buniek mysi metédou mikroinjekcie do
blastocysty alebo ich agregaciou s morulou su sehgqpena&asvoj genom
prostrednictvom chimerickych mySi na potomstvo (BERAEY et al.,, 1984;
BRADLEY, 1987),

* sU schopné stabilne pren@sdiploidny paet chromozémov (PERA et al.,
2000),

* vSetky zdmerné genetické zmeny uskoemé v embryonélnych kmevych
bunkach je mozné prostrednictvom chimerickych npy8hies na potomstvo
(BABINET et COHEN-TANNOUDJI, 2001).

Z&rodané kmeiove bunky

UZ v prvych etapach embryogenézy je prédnych niekdko buniek, aby sa
stali zarodonymi bunkami (MEACHEM et al.,, 2001). Tieto bunky gniju do
primitivnych gonad (genitalnej liSty) av zavislosha pritomnosti dvoch X
chromozomov (samica) alebo jedného X a jednéhor¥nshzomu (samec) diferencuju
na samiie alebo sawie zarodoné bunkové prekurzory. Mozu tHyozpoznavané
expresiou transkrimého faktora Oct4 a alkalickej fosfatazy (PESCES@HOLER,
2000).
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Stadie zaiatkom 70. rokov 20. stor. vyuZivajlce transplaintézarod@nych
buniek jednoznéne preukazali totipotentnthsa tumorigénnas zarod@nych buniek.
STEVENS (1970) transplantoval zarédé bunky z genitalnej listy 21advych plodov
mySi do semennikov dospelych geneticky identickyetySi. Bunky z tychto
transplantatov vytvarali teratokarcinomy. Teratakadmy sU nadory so zmieSanymi
typmi buniek a m6zu obsahava podstate vSetky bunkové elementy dospelych tkani
podobne ako aj placenta kkbvy vak. Rast nadoru pravdepodobne suvisi sdostra
rastovych obmedzeni (PIERCE et al., 1978), ktoréha@analnych okolnosti savisia
s umiestnenim vyvijajucich sa zarédgch buniek v normélnej blastocyste
(SPRADING et al., 2001). Tumorové kimvé bunky tychto transplantovéig/ch
teratokarcindbmov su schopné diferenadbvaa normalne zrelé bunky (PIERCE et
WALLACE, 1971) vratane buniek mozgu, kosti, zubkustnej drene, @, sekrénych
Zliaz, svalu, koZze @&eva vyplyvajucich zo vSetkych troch zarédgch vrstiev
(KLEINSMITH et PIERCE, 1964). Ras normalneho vyvoja je okolie blastocysty
schopné kontrolowa Uplna diferenciaciu tychto tumorovych buniek. Zdeeie
transplantovatgych malignych tumorovych buniek do normélnych taegst moéze
vie” ku vzniku mozaikovych mysi s normalnymi fungujacitkanivami, ktoré su
odvodené z tumorovych buniek (MINTZ et ILLMENSEBR7b). V uvedenych Stadiach
sa dokonca uvadza, Zze mozaikovy samec mysi bolpsghby otcom normalnych
potomkov. Tieto Studie vSak nepoukéazali iba naptagntnos zarod@énych buniek
a z nich odvodenych teratokarcinomov, ale taktia&th myslienku, Ze diferenciay
potencial totipotentnych buniek, a v skinosti ich schopna’s vytvara’ nadory, je
kontrolovany okolitymi signalmi sprostredkovanymirigjuSnymi tkanivami, ako
predpokladal uz v roku 1911 RIPPERT. Na rakovintesia mozno pozefdud’ ako na
problém vyvinovej bioldgie (PIERCE et al., 1978jplplém kontroly progenitorovych
buniek suvisiaci s ich postavenim (SPRADING et2001) alebo na problém spojeny s
chemickymi morfogénmi (GRUDON et BOURILLOT, 2001).

1.2.2 Metbdy ziskavania (izolacie) km#ovych buniek

Izolacia a kultivacia embryonalnych kiwvych buniek jecasovo naréna
metdéda. Embrya v skorom Stadiu vyvinu, z ktorychbgmnélne km#ové bunky
pochadzaju, musia Bydobraté od samic mysi eSte pred ich uhniezdenimaternici a
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prenesené do misky s kultdraou kultirou, kde su dezintegrované na samostatné
embryonalne km#vé bunky. Embryonalne kmievé bunky musia bykultivované za
Specifickych podmienok, ktoré minimalizuju ich déeciaciu,cize proces, ktory by
normalne pokréoval u intaktného embrya (RYBAN, 2010).

Na ziskanie dostataého mnoZzstva buniek potrebnych k praci sa vyzaduje
nieka’ko cyklov (pasézi) zdhajucich dezintegraciu a expanziu kolonii embryopén
kmeiovych buniek. V kazdom cykle su bunky mikroskopickgntrolovaneé, aby
sa zabezp@o, Ze v kultire budu kultivované iba nediferenane (pluripotentné)
bunky. UdrzZiavanie embryonalnych kimvych buniek v nediferencovanom stave je
zakladnou poziadavkou umnflucou prenos navodenej genetickej mutacie
prostrednictvom embryonalnych khovych buniek na potomstvo. Napriek tomu, ze v
embryu su tieto bunky v pluripotentnom stave ib@ho, v podmienkach vitro ich je
mozné udrziavav pluripotentnom stave dlhodobo (RIPPON et BISH@®)4). Toto si
vyZaduje dodrZiavanie z&kladnych zasad kultivégmi su (RYBAN, 2010):

* kazdodenna vymena média,

» Kkultivacia embryonalnych knii@vych buniek v pritomnosti LIF (faktora
inhibujaceho leukémiu),

e sasna kultivacia embryonalnych kimych buniek s inaktivovanymi
primarnymi embryonalnymi fibroblastami,

» uskut@nenie pasaZovania eSte v priebehu exponencialasho embryonalnych
kmenovych buniek,

* nizka paséz buniek pouzitych na agregaciu s embrgraensia ako 20 — 30),
lebo inak je UspeSntziskania chimerickych mysi ki mala.

Embryonéalne kmigové bunky sa naastejSie kultivuju na vrstve inaktivovanych
buniek embryonélnych fibroblastov. Embryonalneditiasty maju jednak vyzivovaciu
funkciu ana druhej strane syntetizuji a Iiwgd do kultiv&ného média faktor
inhibujuci leukémiu LIF kukemia inhibitory factgr od ktorého je zavislé udrzanie
embryonélnych km#vych buniek v nediferencovanom (pluripotentnompvet
(GALLI-TALIADOROS et al., 1995; WOBUS, 2001; RATH)Eet RATHJEN, 2001,
ROSSANT, 2001; TOMPERS et LABOSKY, 2004; RIPPON EBiSHOP, 2004;
WILES, 1993). LIF je cytokin, ktory zahtaje diferenciacii embryonalnych
kmeiovych buniek a ma podobny efekt aj na mndaéie typy buniek, takZze by mohol

ma’ délezita funkciu v regulécii normalnej diferendié&cNiektoré linie embryonalnych
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kmeiovych buniek mézu hy kultivované ajbez pritomnosti embryonalnych
fibroblastov, avSak v tomto pripade jel'ne dblezité pridé do kultivainého meédia
rekombinantny LIF (ABBONDANZO et al., 1993; RYBAIL010).

1.2.3 Identifikacia kmemnovych buniek

Markery embryonalnych kmovych buniek mysi

Doména POU transkri§pého faktora Oct4 selektivne aktivovanom v
nediferencovanych knievych bunkach bola identifikovand ako doména viazsa k
DNA (ROSNER et al., 1990; SCHOLER et al., 1990)t4iranskripty sa obmedzujl
na pluripotentné bunky embrya a pluripotentné bukidyiry, pricom expresia Oct4 je
rychlo znizené pri ich diferenciacii, hoci nizkaowei expresie Oct4 sa eSte moze
vyskytnt’ v ektoderme, resp. neuroektoderme v podmienkackitro aj in vivo
(ROSNER et al., 1990; SCHOLER et al., 1990; RATHJ&ENI., 2002). Experimenty
uskut@nené na genovych knockoutoch u mysi nainge Oct4 ma dblezita funkciu
pri zaloZeni pluripotentnej identity buniek (NICHOL et al., 1998). Navyse
experimentalna manipulacia s Oct4 v embryonalnyokiovych bunkach poukazala na
to, Ze jeho expresia je v istych medziach dolepig& udrzovanie pluripotencie a jej
porucha moéze nasledkom diferenciacie ovpbme’ vyber konéného uéenia bunky
(NIWA et al.,, 2000). Preukazalo sa, Zze Oct4 regulexpresiu géenov Rexl a Fgf4
exprimovanych vo vnutri pluripotentnych bunkovydhiit hoci funkény vyznam tychto
génov v udrzovani ich pluripotentného stavu, akeedhejaky existuje, nie je jasny
(BEN-SHUSHAN et al., 1998; NICHOLS et al., 1998,Wh, 2001). Skuténog’, Ze k
expresii homologov génu Oct4 dochadza v pluripotgett bunkach réznych druhov
cicavov vratanéloveka, poukazala na jeho konzervovanu expresiwani funkciu v
ramci tejto triedy (ABDEL-RAHMAN et al.,, 1995; VANEIJK et al.,, 1999;
REUBINOFF et al., 2000). Obmedzeny expresny vzad@geho funkna délezitos v
podmienkachn vitro ain vivo (NICHOLS et al., 1998; NIWA et al., 2000), z netuodi

silny marker pre pluripotentné bunky.

Medzi dalSie markery, ktoré su vSeobecne exprimované Vvulgo@ch
pluripotentnych buniek my&n vitro a in vivo, patria SSEA-1 qgtage-specific mouse
embryonic antigen)1(SOLTER et KNOWLES, 1978), telomerdza (ARMSTRONG
al., 2000) a alkalick& fosfatdza (HAHNEL et al. 909PEASE et al., 1990).
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Patas embryogenézy dochadza k diferenciacii buniekorn@j bunkovej masy
(ICM) na druht populéciu pluripotentnych buniéke prvotny ektoderm. Zistilo sa, Ze
markery génovej expresie, ako su Rexl, CRTR-1 dl Regpoznavaju tieto dve
populacie, poskytuju zdroj Specifickych ESC/ICM kemov a umo#uju korelaciu
génovej expresie embryonalnych kioeych buniek a ich zakladdtkych buniek vo
vnutornej bunkovej mase (PELTON at al., 2002). Wgetri uvedené markery su
exprimované pluripotentnymi  bunkami vnuatornej buwdjo masy (ICM) a
embryonalnymi km&ovymi bunkami, ale pred tvorbou prvotného ektodeimwivo
alebo pri tvorbe buniek podobnych prvotnému ektodelearly primitive ectoderm-
like, EPL)in vitro, dochadza k zniZeniu ich expresie (ROSNER etLl&B0; PELTON
et al.,, 2002). Embryonalne kif@vé bunky a bunky podobné prvotnému ektodermu
mozno od pluripotentnych buniek primordialnej zadtej linie odlisf s pouzitim
markera E-kadherin/uvomorulin, ktorého expresiav jpluripotentnych bunkach pri
zaloZeni zarodmej linie znizena (SEFTON et al., 1992).

Markery embryonalnych kmiovych buniekéloveka

Kratko po uskuténeni prvej izolacie embryonalnych kioeych buniek z
ludskych blastocyst doslo aj k identifikacii marker@xprimovanych v tychto
pluripotentnych embryonalnych kif@vych bunkdch. Okrem expresie Oct4
(REUBINOFF et al., 2000) sa na identifikadiudskych embryonalnych kmevych
buniek pouzila aj skupina bunkovych povrchovychgertov s obmedzenou expresiou,
kde patria SSEA-4, TRA 1-60, GCTM-2, TRA 1-81 a 3SE (THOMSON et al.,
1998; REUBINOFF et al., 2000). Tieto antigény bpbvodne identifikované na
z&klade ich expresie v pluripotentnych bunkovycmidih embryonalnych
karcinomovych buniekloveka alebo v bunkovych liniach embryonalnych kowych
buniek inych primatov. Je zaujimavé, Ze marker SSEAtory sa pouziva na
identifikaciu embryonalnych kniievych buniek mysi, nereaguje s embryonalnymi
kmeiovymi bunkamicéloveka (THOMSON et al.,, 1998; REUBINOFF et al., 200
KAUFMAN et al., 2001). VIudskych embryonalnych kmevych bunkach dochadza
tiez k expresii génov pre CD90, CD133 a CD117, sjkoudského telomerazoveho géenu
HTERT (XU et al., 2001). Zrmou nevyhodou je skutoog’, Ze okrem expresie génu
Oct4 a niektorych predbeznych dékazov poukazujus&lobmedzenu aktivitu mySieho
prométora Rex1 v embryonalnych kioeych bunkachkiloveka (EIGES et al., 2001),
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dochadza k Memi malému prekryvaniu sa génovych markerov pouZighanna
identifikaciu mySich aludskych embryonélnych kmevych buniek. Toto zarovie
znemo#uje otvorenie vyznamnej diskusie v spojitosti s gum@vanim podobnosti
medzi populaciami embryonalnych kiaoeych buniek mysSi &loveka, resp. medzi

Pudskymi embryonalnymi kni@vymi bunkami a pluripotentnymi bunkami embrya.

1.2.4 Kmeiiové bunky ¢loveka

Izolacia pluripotentnych embryonalnych kioeych buniek Z'udskych
blastocyst (THOMSON et al., 1998; REUBINOFF et &Q00) mbze potencialne
poskytnd blizSiu charakteristiku embryonalneho vyveéjaveka ako aj zdroj buniek pri
liecbe poSkodenych tkaniv a orgdnov. Embryonalnenkw& bunkyc¢loveka izoloval
ako prvy James Thomson v roku 1998 z vnatornej buekmasy embryair{ner cell
mass ICM). Hoci etické obmedzenia zahrga formalnej ratifikacii ich vyuzivania,
embryonélne km#vé bunky ¢loveka su v mnohych charakteristickych znakoch
podobné embryonalnym kmevym bunkam mysi. Ras dlhodobej kultivacie sa mézu
prakticky nekonéne rozmnozova a diferencovéa do vSetkych linii zarodmych
vrstiev, préom si zachovavaju karyotyp a fenotypovu stabilith bunky exprimuju
genetické a funkné markery charakteristické pre pluripotentné bumkykazuju Siroky
diferencigny potencial, k& diferencovali ako teratokarcinomy pritazkej
kombinovanej imunodeficiencii SCIDsévere combined immunodeficienalebo v
podmienkachin vitro (THOMSON et al., 1998; ITSKOVITZ-ELDOR et al., 200
REUBINOFF et al., 2000).

Embryonalne kmi#ové bunkycloveka sa odliSuju od mysSich embryonalnych
kmeiovych buniek v niekikych detailoch. V porovnani s embryonalnymi kioeymi
bunkami mysi, ktoré maju zhustené vyklenuté kolpmgvaraja embryonélne kmeveé
bunky ¢loveka ploché kolénie so zré&teym ohrantenim buniek. Kym embryonéalne
kmeiové bunky mySi dokazu v Specifickych podmienkachltikacie efektivne
pokratova’® vo svojej homogénnosti, embryonalne kKimee bunky ¢loveka maja
redukovanu stabilitu fenotypu a ich bunky v podrikieshin vitro 'ahko diferencuji¢o
vedie ku vzniku heterogénnych kolénii obsahujucpthripotentné aj diferencované
bunky (PERA et al.,, 2000). Nakoniec i cytokinovéZipdavky oboch typov

embryonalnych kmevych buniek sa navzajom odliSuju. ZaloZenie litudskych
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kmeiovych buniek si vyZzaduje spd@lai kultivaciu s embryonalnymi fibroblastami
mySi (mouse embryonic fibroblagaVIEF), ale na rozdiel od mySi, nemozno tieto bunky
funkéne nahradis LIF (THOMSON et al., 1998; REUBINOFF et al., 200

Od ostatnychrudskych km#ovych buniek sa embryonélne kioeé bunky
odliSuju svojim epigenetickym zoanim a diferencinym potencialom (GARGETT,
2007).

1.2.5 Kmeinové bunky mysi

Prva aspednu izolaciu a kultivacim vitro pluripotentnych embryonalnych
kmeiovych buniek ziskanych z embryi cicavcov (mysi)amiti v roku 1981 britski
vedci Martin Evans a Matthew Kaufman, nezavisle americkej vedkyne Gall
Martinovej. ISlo v podstate o dva podobné pristwyuZzivajuce spolénu kultivaciu
embryonélnych kmevych buniek s vyZivovacou vrstvou fibroblastov Zugficou
pluripotentné bunky z preimplagtaych mysich blastocyst v nediferencovanom stave.
Na rozdiel od somatickych buniek sa mohli v kultdrealo zaloZf a expandowa
karyotypovo stabilné bunkové linie ako v podstaimbgénne populacie buniek (PERA
et al., 2000). Pluripotentny charakter tychto bkniml pdévodne identifikovany ich
morfologickou podobna®u s embryonalnymi karcinbmovymi bunkami aich
diferencig&nou schopna®u in vitro ako embryoidnych teliesolenbryoid bodiesEB)
(EVANS et KAUFMAN, 1981), resgn vivo ako teratokarcinomov (MARTIN, 1981).
Tato skut@énog’ neskdr potvrdilo aj zistenie, Ze embryonalne kowe bunky
exprimuju mnozstvo pluripotentnych bunkovych madkefROSNER et al., 1990;
ROGERS et al., 1991; PELTON et al., 2002) a potredukcii do mySieho embrya sa
mozu spolupodit’ na vytvarani vSetkych tkaniv embrya a dospeléhdinga
(ROBERTSON et al., 1986; THOMAS et CAPECCHI. 1987).

Ako uvadza ANDREWS (2002), experimentom s embryoyrai kmeaiovymi
bunkami predchédzali experimenty s embryonalnymicikdmovymi bunkami
(embryonic carcinoma cellE£CC) izolovanymi z teratokarcinomu (KLEINSMITH et
PIERCE, 1964, RYBAN, 2010).

Teratokarcindomom su podobné nezhubné nadory teyatétoré sa vyskytuju u

réznych druhov cicavcov a vtakov, dagtejSie v gonadach, ale boli ngjdené aj na inych
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miestach v organizme (HOOPER, 1992). Na &mijeu, sa vyskytuja v podobe
benignych ovaridlnych cyst. Tieto vznikaju z paoigeneticky aktivovanych oocytov,
ktoré sa zé&ali vyvijat aneskdr sa stali neorganizovanymi vytvorenim masy
embryonalneho tkaniva (STEVENS et VARNUM, 1974). aGikteristickou ¢rtou
teratbmov je ich histologicky obraz pozostavajucickaotického a réznorodého
Strukturalneho usporiadania diferencovanych tkaoiyodenych zo vSetkych troch
zaroda@nych vrstiev (HOOPER, 1992). Nadory podobné teratdnsa vyskytuju aj v
semennikoch, ale v tomto pripade su spravidla wyswolaligne, a teda zname ako
teratokarcindbmy (DIXON et MOORE, 1952; MOSTOFI, 7B9 ANDREWS, 2002).
Prvd zmienka o tomto type nadorov pochadza z rdkbd1kedy Stevens a Little
pozorovali vznik spontannych testikularnych terabdna teratokarcinomov u samcov
mySi kmaia 129 (STEVENS et LITTLE, 1954). Tieto nadory m@iy indukované
experimantalne u mysi kma 129 a v obmedzenom rozsahu djaiSich kméov mysi
(STEVENS et HUMMEL, 1957; STEVENS, 1967; STEVENS970a). Pouzitim
embryonalnych karcindbmovych buniek sa ziskali chiok& jedince, ktoré ale na
rozdiel od jedincov pochadzajucich z embryonalnykimenovych buniek, neboli
schopné prenésagenetickl informéaciu na potomstvo (ANDREWS, 2062/BAN,
2010).

1.2.6 Kmeiiové bunky kralika

UZ v roku 1966 dokazali izolovaCOLE et al. (1966) embryonalne kihowé
bunky z preimplantmych blastocyst kralikov s pouzitim vyZivovaciclstev, prétom
prerastené bunky diferencovali na krvné ostety, svaly, spojivové tkanivo, neurény

a makrofagy.

Kmenové bunky kralika mozno povazavaa maly alternativny model pre
embryonélne kmevé bunkyludi. Ich bunkové linie st vSak menej stabilté,je
spbésobené ich nizSim rozmnoZovacim potencialotagpkultivacie, no aj napriek tomu
existuju rézne metddy ich stabilizacie.

KedZe blastocystu embrya kralika obklopuje pewwna pellucidaa taktiez
vel'mi tenkd vonkajSia mucindzna vrstva, je pri izalaamnbryonalnych kmigvych
buniek potrebné, aby zat€lom ich Uspesnej kultivacie nedoSlo prave k vyéazn
posSkodeniu blastocysty (HONDA et al., 2008).
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1.2.7 Kmeinové bunky oSipanegj

Nakd’ko ma oSipana spolu s primatmi vysoku fyziologickimorfologicku
podobnog cloveku, stala sa vhodnym &mn pre mnohé vedecké experimenty.
Kmenové bunky oSipanej, ziskari@ vivo z uhnied’'ujiceho sa embrya vybratého
Zz maternice donoriek, boli prvy raz izolované v uok990. Na ich izolaciu je
k dispozicii dlhStasovy horizont (BREVINI et al., 2007).

1.2.8 Kmeiiové bunky hovadzieho dobytka a oviec

Hovadzi dobytok a ovce patria k najdblezitejSim poakrskym zvieratam.
Rovnako aj tieto zvieratd nachadzaju svoje vyuZzitidbiotechnoldgiach, napr. pri
klonovani, tvorbe transgénnych bioreaktorévzdroji bioproduktov. V ramci tychto

oblasti majltoraz vyznamnejSie postavenie aj kroeé bunky.

1.2.9 Partenogenetické kméové bunky

Pod pojmom partenogenéza rozumieme tvorbu embeydbpmdnenia. Vyuziva
sa pri nej iba geneticky material samice a noveérgmleda vznika bez pritomnosti

santej pohlavnej bunky.

Na zaklade tejto skutoosti sa Studijnym materidlom pre partenogenézii sta
samtie pohlavné bunky (oocyty), ktoré moézutbgktivované v podmienkadin vivo,
resp.in vitro vplyvom réznych faktorov (napr. aktivaciou tepemmylebo elektrickym
Sokom, anestézou, hypertonickymi alebo hypotonidgkyatdmienkami, enzymatickym
vplyvom, atl’.). Ako uvadza CHRENEK (2008), aktivované oocytydekazu vyvijd
do Stadia blastocysty. Nasledne su prenesené dpiemky a ich vyvoj uzdalej

Bunky, ktoré su odvodené z partenogenetickych embsy kme&ovymi
bunkami odvodenymi zo zarodlzej linie. Takto ziskané kmevé bunky obsahuju iba
geneticky material darcu a vyzZngl sa vysokym stufm homozygotnosti. Nie su
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v3ak uplné identické s darcom, pretoze pri prvonotiskom deleni doslo k segregacii
homologickych chromozémov (RAO et CONDIC, 2008).

Pritomnos partenogenetickych kmevych buniek bola opisana u rbéznych
druhov Ziva@ichov, napr. u mySi, opic, ale agloveka, prtom uvedené bunky mali

niektoré vlastnosti typické pre embryonalne kime bunky (RAO et CONDIC, 2008).

1.2.10 Indukované pluripotentné bunky

Indukované pluripotentné bunky su diferencovanékiuitoré boli navratené
do pluripotentného stavu. Tieto bunky su charagtieké tym, Ze s schopné opéatovnej
diferenciacie na akyRwoek typ buniek vtele apodobaju sa tak vtomto reme

embryonalnym kmigovym bunkam.

KedZe sa ziskavaju reprogramovanim somatickych buniek, vyuZitie
v buducnosti predstavuje Ri@l perspektivu pri ziskavani kim/ych buniek bez
pouzitia embrya. To zaroiieumoZzni vyriedi mnohé etické problémy spojené s
pouzivanim embryondlnych kit@vych buniek.

Indukované pluripotentné bunky vytvoril ako prvypgmsky vedec Shinya
Yamanaka, ktory pouZzil diferencované mySie fibrgbta a reprogramoval ich
genomovu DNA tym, Ze do nej vlozil Styri gény pranskrigné faktory Oct3/4, Sox2,
c-Myc, KIf4 kmeiovych buniek (http://www.tyzden.sk/casopis/20099énove-
bunky.html).

1.3 Metody genetickej modifikacie kmaiovych buniek

1.3.1 Metbdy genetickej modifikacie

Manipulacia s gendbmom na urovni celého organizmsijas’ou molekularno-
biologickych postupov, ktoré umiiju poznavé r6zne zakonitosti regulacie géenovej
expresie. Vo vSeobecnosti ide o prenos genetiakigimacie cudzieho pévodu do
organizmu. Cudzia geneticka informéacia pritom mpbehadza z toho istého druhu,
odliSnych druhov, resp. mdZetbymelo vytvorena v laboratérnych podmienkach.
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Z hradiska metodickych postupov je v podstate cela sblamanipulacie
s gendmom na urovni celého organizmu viazart&iméu na pracu so skorymi Stadiami
embryi, oocytmi a blastomérami preimplamgch Stadii embryi, pfom niektoré
metodické postupy mozno aplikavaj na postimplantaych Stadiach embryi a plodov.

Pri manipulacii s vagkami a preimplantmymi embryami sme obmedzeni
pomerne kratkyngasovym usekom, kedy su «ija a skoré Stadia embryi dostupné pre
manipulacie. Ide ¢asovy Usek medzi vypudenim V&g z vajénikov ajeho
uhniezdenim v sliznici maternice, goim tentoc¢asovy Usek sa u jednotlivych druhov
cicavcov odliSuje. Naju&i pokrok pri tvorbe transgénnych zvierat sa dadialajma

u malych laboratérnych zvierat.
Medzi zakladné postupy pri tvorbe transgénnychravipatria:
* mikroinjekcia DNA do prvojadier vajka,
» prenos DNA pomocou virusovych vektorov,
» prenos DNA do embryonalnych kif@/ych buniek,
* mikrochirurgicky prenos spermie do \da.

Vytvorené transgénne zvierata poskytuju nielen k&ranoznosti vyuZzitia

v teoretickej, ale aj praktickej oblasti spgdmského Zivota.

1.3.2 Prenos génov do kmovych buniek

Ako uvadza CHRENEK (2008), embryonalne kmeé bunky mézu hy
geneticky upravené rdoznymi spbésobmi, medzi ktorétrigpa napr. vyuZitie
retrovirusovych vektorov, lipofekcia, elektropomcialebo magneticka asistovana

transfekcia.

Retrovirusoveé vektory

Retrovirusové vektory patria medzi dobré prend3aNA. Z Hadiska Struktary
pozostavaju zo sekvencie LTRIlorig terminal repedf promotora, sekvencie
encapsidation sekvencii kddujucich reverznu transkriptazu, séwe proteiny a obal

retrovirusu.
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Vytvorené génova konstrukcia pozostava okrem uwgtlegénov aj z cudzieho
génu a sekvencie DNA, ktora je identickd so sekieenDNA v genéme hostita. Po
prenose cudzej DNA do hostiskej bunky dochadza na zaklade homologickej
rekombinacie k jej zabudovaniu nacemé miesto v gendme hostie (CHRENEK,
2008).

Lipofekcia

Lipofekcia (lipozémova transfekcia) je metéda, ktord sa pouiia zavedenie
genetického materialu do bunkyvitro prostrednictvom lipozomov. Pouziva sa vsak aj
in vivo na prenos DNA do zvierat s pouzitim priamej algtiavenoznej injekcie.

Lipozdmy su syntetickymi analégmi fosfolipidovej dvojvrstvpunkovej
membrany. Tietatastice obsahuju mnozstvo fyzikalnych charakteristigfolipidov,
vratane pritomnych hydrofébnych a hydrofilnych alildkazdej molekuly, ktord sa vo
vodnom prostredi podia na tvorbe sféroidnych lipozomovyehastic. V pritomnosti
DNA alebo RNA su lipozémy schopné s nimi interagwavorit okolo nich puzdro
a vytvort’ tak pre nukleové kyselinyinny distribieny systém.

Elektricky naboj lipozdmu, jeho zloZenie a Strukttdefinuju afinitu celého
komplexu pre bunkovi membranu. V Specifickych paahkach je lipozomovy
komplex schopny interagoa bunkovou membranou, ktora mu umozni jeho poiglten
endocytézou a neskordie uwenie do cytoplazmy bunky. Uspe3né pouzitie
lipozémovych ¢astic na prenos exogeénnych nukleovych kyselin decifigkych
biologickych systémov zavisi na nidkgch faktoroch vratane typu pouziteho lipidu,

elektrického naboja, Y&osti lipozomovegastice a metddy jej pripravy.

26



Corns

e
L - -
- -

Bunkova kultira

Lipozomova Castica
obsahujica DNA

Bunkova Kultira
po lipofekcii

Obr. 3 Schéma lipofekcie buniek v bunkovej kulttre

(http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc47 léglgecture15/Lecturel5.html).

Elektroporacia

Elektroporacia (elektropermeabilizicia) je metdéda vyuZivajuca yvpl
aplikovaného vonkajSieho elektrickéholpona zvySenie priepustnosti (permeability)
plazmatickej membrany bunky. Zsgjne sa v molekularnej biolégii vyuziva tiahsi
prienik novych makromolekulovych latok, ako naprolekulovych sond, r6znych
medikamentov alebo molekdl cudzej DNA, do vnutrakyu(NEUMANN et al., 1982).

V molekularnej biolégii sa elektroporacidasto vyuziva na transforméciu
baktérii, kvasiniek a rastlinnych protoplastov. drametoda je priblizne 10-krat
acinnejSia ako chemicka transformacia (NEUMANN et, al982; SUGAR et
NEUMANN, 1984).

Elektroporacia ma vysokuciinnog’ aj pri zavadzani cudzich génov do buniek
tkanivovych kultar, najma pokiaide o bunky cicavcov. VyuzZiva sa napr. pri tvorbe
knockoutovych mysi, ako aj pri tibe nadorov¢i génovej terapii. Proces, pri ktorom je

do eukaryotickej bunky zavedena (introdukovanak@®NA sa nazyvéransfekcia

Elektroporacia sa uskuttiuje v pristrojoch nazyvanych elektroporatory, ktoré
vytvaraju elektromagnetické pole vroztoku s bunkanSuspenzia buniek je
napipetovana do sklenej alebo plastovej kyvetyrétibsahuje dve hlinikové elektrody
umiestnené na oboch jej stranach. UspeSmbskiroporacie v mnohom zavisi aj od
cistoty roztoku obsahujuceho plazmidovi DNA (gén&wastrukciu), najma pokiade

0 obsah soli.
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V procese elektroporacie dochadza vplyvom vonkagsielektrického pka k
otvoreniu mnoZstva Veni malych poérov v plazmatickej membrane bunky. Pri
elektroporacii je dolezité dbana dbéslednu kontrolu intenzity elektrickéhd’@oako aj
dizku trvania expozicie, pas ktorej st bunky vystavené elektrickym impulz&ory

v plazmatickej membrane bunky po kratkéase opéisamé uzavrd.

U buniek, ktoré sasto vystavené vplyvu elektrickéhoTpoalebo expozicii
silnejSim pdom na dlhSi¢as, sa mdze spustiproces apoptézy alebo nekrézy,
vysledkom ktorych je smnir bunky. Toto vSak mézZe ByuZitatné pri likvidacii

nadorovych buniek.

Kultira embryonalnych
kmefovych buniek

G énova kon Strukcia

Elektroporator

Elektroporacna kyveta

Embryonalne kmefiové bunky
po eektropor@Aci

Obr. 4 Schéma elektroporacie embryonalnych kowgch buniek
(http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc47 ldglgecture15/Lecturel5.html).

Magneticka asistovana transfekcia

Magneticka asistovana transfekci@MATra) je novou, rychlou a vysoko
acinnou metdédou prenosu cudzieho genetického materid cig€ovych buniek.
Uvedena metdda je vhodna pre vSetky typy nukleovwygselin (napr. plazmidovu
DNA, oligonukleotidy, siRNA).

Pri pouziti tejto metddy sa v prvom kroku spdjajiukieové kyseliny
s magnetickymi nart@asticami, ktoré su pokryté Specifickymi biologickypolymérmi.

Nasledne dochéadza vplyvom magnetickej, resp. eleldgnetickej sily k prieniku
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magnetickych nani@stic s naviazanymi nukleovymi kyselinami cez platioku

membranu do vnutra dievej bunky,co vedie k vémi U¢innej transfekcii bunky.
Vyhoda tejto metody s@giva vtom, Ze pe&as celého procesu nedochadza
k poruSeniu plazmatickej membrany bunky ani jejoamwzémov v porovnani s inymi

metodami transfekcie (napr. elektroporacia) (hitpagnet-assisted-transfection.com).

<& Dna
MATra nanogastice Dﬁf
MagTag™
g™ ./ Magneticka asistovana
transfekcia
Komplex ""53' — ':g&‘ : > F

DNA + hano&astica o e 96 jamkov
B | platnitka
Prilnavé bunky U

Magnet

Obr. 5 Schéma magnetickej asistovanej transfekcie

(http://www.iba-go.com/images/nev/matra_schema_.{pgt
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2 Ciele prace

Hlavnym ci€om predloZenej bakalarskej prace bolo na zakladstugoej
odbornej literatury charakterizovd@ivociSne kméoveé bunky, popigazakladné metody

ich genetickej modifikacie, ako aj ich vyznam prexp
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3 Material a metddy prace

PredloZenu bakalarsku pracu sme vypracovali vo éokempil&nej prace. Pri
jej vypracovni sme pouzili dostupnd odbornu litérat v kniznej a elektornickej
podobe, ktori smeerpali najmd z medzinarodnej internetovej databBejpMed
U. S. National Library of Medicinghttp://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed), ako aj
inych internetovych zdrojov.

Zoznam pouzitej literatary uvadzame v samostatapjtole 6
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4 Vysledky prace a diskusia

4.1 Vyznam kmaiovych buniek

Kmenové bunky maja Siroké moznosti perspektivneho waizv réznych
oblastiach spokenského Zivota, najma poKiade o zékladny a aplikovany vyskum

v oblasti mediciny.

Embryonalne kmigové bunky €mbryonic stem cellsESC) mozno vo
vSeobecnosti pouZiako zaklad pre vyvoj novych metdd génového inisti@. S
vyuzitim homologickej rekombinacie, m6zutbgény z embryonalnych kmevych
buniek odstrdnené, vymenené alebo do nich vioZBoépelé kmaové bunky &dult
stem cells ASC) suU casto nepohyblivé a su Kmi vnimavé naintrodukciu
terapeutickych transgénov do ich chromozomovej DNAapr. s pouZzitim
retrovirusovych vektorov, ktoré infikuju iba deleasa bunky. Virusové vektory, akymi
su lentivirusy a adenovirusy sice mézu infikbaanedeliace sa bunky, ale nie su Uplne
vyhovujuce, pretoZze maju nizku ¢ianog’ transdukcie. NavySe manipulacia
s embryonalnymi kmevymi bunkami in vitro moéze zmeni niektoré zich
najdélezitejSich vlastnosti, akymi su prispésobiy@amoobnova a vytvaranie Stepov.
Ak sa pomocou génového inzinierstva podari u emidlytych kmeéovych buniek
prekon@ tieto technologické problémy, mézu satsiaospesnejSimi ako dospelé

kmeiové bunky.

Ludské embryonalne kmeveé bunky by mohli predstavotaelmi silny nastroj
zabraujuci vzniku neziaducich imunitnych reakcii. Potétreemu imunologickému
odmietnutiu Tudskych derivatov embryonalnych kioeych buniek by sa mohlo
zabranf pomocou génoveého inZinierstva embryonalnych damgch buniek
exprimujucich MHC f(ajor histocompatibility complgxantigény transplantované
prijemcom alebo vytvorenim rozrastajucej sa bamdprgonalnych kmiovych buniek
s odlisSnymi génmi MHC, pripadne vytvorenim univéneg embryonalnej kmeovej
bunky, ktora by mohla bykompatibilnd so vSetkymi pacientami (SELL, 2004).

Nakd’ko embryonélne knmi@vé bunky mézu spdsobavaj vznik teratomov,
javi sa ako vhodnejSia alternativa pouzitie odvgdbendiferencovanych a geneticky
modifikovanych embryonalnych kmevych buniek. PretoZze embryonéalne kioee
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bunky moZno expandovavytvara z nich vé&ké populécie diferencovanych buniek,
ako aj uchovauaich, mézu by v pripade potreby poskytnuté pacientovi. Dokoricaja
nie su pouzité priamo ako bunkové vektory pre géntsrapiu, m6zu embryonalne
kmeiové bunky stale predstavaiehodny systém pre testovanie a hodnotetienosti
novych virusovych a nevirusovych vektorov a taktipfe testovanie mnoZstva

terapeutickych latok vytvorenych po ich diferendi&dulture.

.....

doteraz uskutinila s pouZzitim hematopoetickych kiwych buniek. Tieto bunky sa
pouzili v niekdkych experimentoch @as poslednych rokov nadieu choréb, akymi
su napr. rakovina a AIDS. Hematopoetické kme bunky boli zvolené za
najvhodnejSie z niekirych dévodov. Vo vSeobecnosti Bahko izolovaténé, kel'Zze sa
pohybuju v krvnom obehu alebo sa nachadzaju v kpstiieni dospelych, resp.
v pupanikovej krvi novorodencov. NavysSe $ahko manipulovaiaé ex vivoa moézu
byt navratené pacientom jednoduchou injekciou. Henuaiigké kméove bunky
moZu tiez migrové a obyvd mnozstvo strategickych miest v tele, ako napr.trikos
dren, peen, slezinu i lymfatické uzliny, kde moze Wyich distribacia vémi délezita
(SELL, 2004).

Aj ked” sa vex vivo génovej terapii dominantne pouZivaju hematopoétick
kmeiové bunky, skimaju sa dplSie typy kméovych buniek, medzi ktoré patria napr.
bunky utvarajuce svaly (myoblasty), kosti (osteehinp a nervové kmmvée bunky.
Tieto bunky majua vyhodnu vlastnsze sa po zvw@eni m6zZu staneoddeliténou
¢ag’ou tela. Nasledne su schopné vytv&erapeutické latky nielen na presnom mieste
ich integracie, ale taktiez tieto latky nepriamstdbuova cez krv a nervovu sustavu za
ucelom liezby choréb. Distriblcia terapeutik na zaklade kowych buniek a vyuzitie
tkanivovo-Specifickych génovych promotorov aleborpbdtorov obmedzujucich nadory

na miestach metastdz moéze spésditup rakoviny.

Hoci je naplanovanych Va d’alSich klinickych experimentov vyuZivajucich
génovl terapiu, na zdokonalenie kontroly déleZityntechanizmov, akymi su
modul&cia proliferacie, diferenciacie a tkanivové&amerania kmevych buniek, bude
urcite potrebnydalSi vyskum. Okrem toho méze génové inzinierstvasfrednictvom
geneticke] a epigenetickej Upravy vytiAaj silu prispésobivosti kni@vych buniek.
Délezité bude uskutmit vasi pokorok aj pri kontrole a zabezpai génového

»silencing“ mechanizmu, aby terapeuticky transgétrodukovany do buniek nebol
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v priebehucasu preruSeny, resp. zastaveny. DOlezitym faktolarde aj mnoZstvo
distribuovaného génového produktu, ktoré bude rdafie a bude sa méns vekom,

genetickym pévodom a stavom choroby (SELL, 2004).
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5 Zaver

Hoci je z Wadiskaludskej fantazie \@ni nepravdepodobné, Ze kimé bunky
prispievaju k nesmrf@osti, dosiahol sa v poslednych rokoch obrovskyrgioks ich
potencialnom vyuziti ako terapeutickych prostriedkéo moéze vies k predZeniu
Zivota pacientov so zmiernenim bolesti a jeho \jykgalite. Mimoriadne pokroky sa
dosiahli najma smerom k tibe r6znych choréb. Knii@vé bunky mézu ki kI'dGcom
k nahrade buniek stratenych pri mnohyelazkych chorobach, akymi sa napr.
Parkinsonova choroba, cukrovka, chronicka choratlaas svalova dystrofia, poruchy
obliciek a pé€ene, ako aj rakovina. Pre ¢&nu z tychtotazkych choréb skracujucich
Zivot ¢loveka neexistuje zafiaziadna dinna liecba. Jednym z cfev je preto najs
cestu k ndhrade prirodzenych fyziologickych progesmanizmu, ktoré sa v priebehu
tychto choréb stratili. Aj napriek sasnym vyhodam v transplantacii tkaniv a organov
sa stretavame s nedostatkom orgadnov od darcovladem na rastdci zaujem
o transplantacie je nepravdepodobné, Zd'amliska existujucej stratégie darcovsta
organov bude vtomto smere vyhovené kazdému. Nagiaké choroby, akymi su
poranenie miechy, skler6za multiplex, Parkinsonokiaroba a Alzheimerova choroba
patria medzi choroby, pri ktorych je predstava adknia poSkodenych a nefénich
buniek praktickym citom. Désledne kontrolovana diferencidcia dospelych
a embryonalnych kni®vych buniek na vysoko Specializované bunky plnise@ene
fyziologické funkcie, akymi su napr. bunky pankrel@gch ostro¢ekov, by mohli
v buducnosti umoziilie¢cbu chronickych choréb, akou je vtomto pripade ouka.
Sasny vyskum v oblasti problematiky kiwevych buniek sa zameriava najma na
kontrolu procesu diferenciacie kimvych buniek na Specializované bunky, ako aj na
ich vyvoj a proliferaciu. Za delom bezpéného vyuzivania kmmvych buniek alebo
ich diferencovanych potomkov v medicine bude patéebyvin’ vhodné metody ich
purifikacie, kontroly apopt6zy, ako aj nevyhnutnopbtlatenia reakcii imunitného
systému organizmu v spojitosti s bunkami darcov.

Zaverom mozno konstato¥jaze pred samotnou aplikaciou diy pomocou
kmeiovych buniek, stoji pred zakladnym vyskumom eSteistvo réznych clev,
ktoré je nevyhnutné realizotzaAvSak vyskum v tejto dblezitej oblasti bude poelstvo

urcite obrovskym prinosom.
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