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Anotace

Embryonalni kmenové burky predstavuji diky svym unikatnim
vlastnostem velikou nadéji pro regenerativni medicinu. V soucasné dobé je
jejich vyuziti limitovano nestabilitou genomu a etickymi problémy. Pravé
etickou stranku by mohlo vytesit nahrazeni lidskych embryonélnich kmenovych
bunék uméle vytvorenymi lidskymi indukovanymi pluripotentnimi burikami.
Avsak u tohoto typu bunék existuje podezreni, zZe jejich mutacni tempo je jesté
vétsi neZz u embryonalnich kmenovych bunék. Tato prace nové zavadi metodu,
vyuzivajici zmény v HPRT genu pro stanoveni frekvence indukovanych a
spontannich mutaci na lidské indukované pluripotentni kmenové bunky. Dale
pak porovnava tyto hodnoty s tdaji namérenymi pro embryonalni kmenové
buriky. Porovnanim bylo zjisténo, Ze frekvence mutaci u indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék je vice nez o jeden tad vyssi nez u
embryonalnich kmenovych bunék. Ztohoto zjisténi vyplyva, Ze proces
reprogramace, pripadné kultivace lidskych indukovanych pluripotentnich
kmenovych bunék bude muset projit zménami, aby tyto builky netrpély

nestabilitou genomu a neohrozovaly tak jejich dalsi vyuziti v mediciné a védé.

klicova slova: lidské embryonalni kmenové burky, indukované pluripotentni

kmenové burniky, frekvence mutaci, genomova stabilita



Annotation

Embryonic stem cells are, due to their unique qualities, a great promise
for regenerative medicine. Currently, their use is limited by complications
connected with genome instability and ethical issues. The ethical aspect may be
resolved by the replacement of the human embryonic stem cells by the
artificially created induced pluripotent stem cells. However, for this type of cells
there is a suspicion that their mutation rate is even greater than in the
embryonic stem cells. This study newly introduces a method, which uses
mutations in HPRT gene to determine a frequency of induced and spontaneous
mutations to the human induced pluripotent stem cells. Furthermore it
compares these values with those, measured for the embryonic stem cells. By
comparison it was discovered that the mutation frequency in the human
induced pluripotent stem cells is more than 10 times higher than in the
embryonic stem cells. From this finding follows, that the process of
reprogramming or cultivation of the human induced pluripotent stem cells will
have to go through certain changes, not to suffer from genome instability and

not to endanger their further use in medicine and science.

key words: human embryonic stem cells, induced pluripotent stem cells,

mutation frequency, genome stability
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Uvod

Kmenové bunky predstavuji slibnou budoucnost pro regenerativni
medicinu a nadéji pro pacienty s nemocemi, na jejichz 1écbu doposud neznala
medicina odpovéd. Jedna se o jedine¢nou populaci nediferencovanych bunék,
které se od bunék specializovanych tkani liSi zejména dvéma vlastnostmi. Prave
jimi jsou také velice zajimavé pro medicinu. Prvni ztéchto vlastnosti je
schopnost preménit se vjeden zmnoha definitivnich bunéénych typt -
schopnost diferenciace. Druhou vlastnosti, kterou se tyto bunky odlisuji, je
schopnost sebeobnovy — tzv. proliferace. Buriika je schopna se nekonecné délit a
produktem tohoto déleni je burika dcefina, ktera je totozna s butikou ptivodni
(matetrskou).

Podle vyskytu v téle a podle vlastnosti rozdélujeme kmenové bunky do
nékolika skupin. Dvé zakladni skupiny jsou somatické a embryonéalni kmenové
bunky. Somatické kmenové burnky jsou tkanoveé specifické buriky a jsou
pritomny vorganismu po celou dobu jeho zivota. Maji zcela vyvinutou
schopnost proliferace, ale schopnost diferencovat se je zna¢n€ omezena.
Necinné preckavaji ve tkanich, dokud nejsou potiebné k ndhradé znicenych
nebo opotfebovanych bunék — slouzi kudrzovani stalého poc¢tu bunék
organismu. Embryonalni kmenové burlky se nachazeji pouze vembryu a jsou
zakladem pro vyvoj vSech bunék v téle. Pro svoje jedinec¢né vlastnosti vzbudily
zejména v posledni dob€ zajem védcti po celém svéte.

Oblast vyzkumu kmenovych bunék zaznamenala za nékolik poslednich
desetileti obrovsky krok dopredu a to predevsim v oblasti vyzkumu bunék
embryonalnich. Presto zbyva ujit jesté velmi dlouhou cestu, nez budou tyto
buriky zarazeny do béznych 1ééebnych postupii. Jednim z problémil spojenych
s vyuzitim embryonélnich kmenovych buné€k v mediciné je, zZe pri jejich
dlouhodobé kultivaci in vitro dochazi k mutacim DNA a tim i ke zhorseni jejich
kvality a nepouzitelnosti k l1é¢ebnym acelim. Takto zmutované embryonalni
kmenové bunlky by nemusely mit pozadované zdravotni acinky a dokonce by
mohly ohrozit zdravi pacienta. Dalsi prekazku, stojici v cesté béznému pouzivani

embryonalnich bunék v mediciné, piredstavuji etické problémy.
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Jednou z mozZnosti jak vyteSit vySe uvedené problémy spojené s kultivaci
embryonalnich kmenovych buné€k, by bylo najit takové buriky, které by mély
schopnost proliferace a diferenciace, ale zaroven by medicinu zbavovaly
problémi jako jsou mutace a etické otazky spojené s pouzitim embryonalnich
kmenovych bunék. A pravé timto typem by mohly byt uméle vytvorené
indukované  pluripotentni kmenové bunky. Tyto bunky vznikaji
reprogramovanim z jiz diferencovanych tkanovych bunék. Aby ovS§em mohlo
dojit k nahrazeni embryonalnich kmenovych bun€k buntkkami indukovanymi, je
zapotiebi provést fadu vyzkumi, které by ovérily, zda je pouziti indukovanych
pluripotentnich bunék v mediciné vhodné.

Prace se vénuje problematice tykajici se frekvenci mutaci genetického
materidlu kmenovych buné€k a porovnava tyto mutace u embryonalnich a
indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. Cilem préace je vyhodnotit,
zdali jsou indukované pluripotentni kmenové buiiky vhodné pro pouziti
vmediciné jako nahrada embryonédlnich kmenovych bunék. Dale prace
porovnava pocty mutaci vzniklych spontanné a mutaci, které vznikly indukei po

ozareni.



Seznam pouzitych zkratek

CM - kondiciované médium

DNA - deoxyribonukleova kyselina

Gy — Grey

hES médium — médium pro kultivaci lidskach embryonalnich kmenovych bunék
HPRT - hypoxantin-guanin phosphorybosil transferaza

IR — ionizujici zateni

KB — kmenova burika

PBS — fosfatovy pufr s NaCl

PCR — polymerazova retézova reakce

PM6 — Petriho miska pro tkanovou kulturu s polomérem 6 cm

6-TG — 6-thioguanin
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1.Teoreticka cast

1.1 Kmenové bunky

Kmenové buriky (KB) jsou prislibem do budoucnosti pravé diky svym

jedine¢nym vlastnostem, které nema zadny jiny typ bunék v téle. Kombinace

vvvvvv

sama sebe a diferencovat se do jakéhokoliv bunécéného typu, de€la ztéchto

nediferencovanych buné€k zajimavy a velmi slibny predmeét vyzkumu. Pravé

podle schopnosti diferenciace rozliSujeme nékolik typti KB:

-----

potencidlem a jsou schopny se proménit do jakéhokoliv bunééného
typu vorganismu. Radime sem zygotu — buiiku, kterd vznikla
splynutim vajicka a spermie a dava vzniknout v§em burnkam celého
organismu. Tato buiika neni schopna sebeobnovy. Také prvnim
délenim zygoty vznikaji bunky totipotentni.

Pluripotentni kmenové bunky jsou jejich pfimymi potomky a jsou
schopny se diferencovat do Siroké skaly bunécnych typt kromé bunék
totipotentnich. Patfi sem také embryonalni KB.

Multipotentni jsou takové bunky, které jsou schopny se diferencovat
pouze do urcitych bunéénych typi. Jejich potomstvo je vzdy stejného
fenotypu. Mezi multipotentni patti naptiklad dospélé KB.

Unipotentni bunky (prekurzory) jiz maji schopnost proménit se pouze
do jednoho urcitého druhu. Maji schopnost proliferace, proto se jesté
radi ke KB. ®

1.2 Druhy kmenovych bunék

Nejjednodussi a nejcastéjsi zptisob déleni KB je podle jejich ptivodu v téle.

RozliSujeme tkanové (angl. adult = dosp€lé) a embryonalni a dale nddorové a

indukované KB. Nyni bych se kazdému =ztéchto typi vénovala trochu
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podrobnéji. Embryonalnim kmenovym buiikdm a indukovanym pluripotentnim
KB vénuji celou kapitolu, nebot jejich vyznam pro moji praci i pro medicinu je

nejvetsi.

1.2.1 Tkanové (dospélé, somatické) kmenové bunky

Tkanové KB se vyznacuji multipotenci — jedna se o zadané bunky, schopné
preménit se pouze do nékterych bunéénych typt. Vyskytuji se ve vSech tkanich
dospélych organismi a maji za akol udrzovat homeostazu této tkané. V pripadé,
ze dojde k poskozeni bunék, nebo jsou-li né€které bunky staré a ztraci svoji
funkénost, zasdhnou somatické KB a vytvoiri nové tim, ze se diferencuji do
bunécného typu tkané, ve které se nachazeji.

Somatické KB jsou velice zajimavé pro medicinu. V tkanich se nachazeji
v rizném mnozstvi a podobé. Nejzajimavéjsi a nejvyuzivanéjsi jsou dospélé KB,
ziskané z kostni dfené pacientli. Zrald kostni dien obsahuje dva typy bunék.
Prvnim z nich jsou hematopoetické KB, které jsou schopny vytvorit riizné krevni
elementy. Druhy typ se nazyva mezenchymové KB a jedna se o buriky, které maji
potencial diferencovat se do Sirokého spektra tkadni — maji vlastnosti
pluripotentnich bunék. (2:3)

Pravé tyto bunky daly vzniknout teorii, Ze existuje schopnost jiz zadanych
bunék reprogramovat se a produkovat i jiny typ bun€k, nez jim bylo predurceno.
K tomuto jevu dojde, kdyz se burika dostane do nového prostiredi (niche). Zde
bunka ziskava znaky tohoto prostredi nebo dojde k jeji transdiferenciaci. Tato
vlastnost se nazyva plasticita KB a jeji existence je vdneSni dobé velmi
diskutovany problém. Prestoze nékolik experimentii dokazalo -existenci
plasticity, fada odborniki se k této problematice stavi skepticky. @

Pro terapeutické ucely jsou kromé kostni drené pouziviny somatické KB
z periferni a pupecnikové krve. Maji uplatnéni zejména pri 1écbé poruch

krvetvorby.
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1.2.2 Nadorové kmenové bunky

Nadorové (tumorigenni) KB se za béznych podminek v tkanich organismi
nevyskytuji. Maji vlastnosti kmenovych bunék - schopnost proliferace a
diferenciace, ale vyznacuji se velkou intenzitou déleni a schopnosti vytvorit
nador. Mohou vznikat riznymi zptisoby — bud’ z dospélych kmenovych bunék
patologickou transformaci do nekontrolovatelné€ se mnozicich bunék nebo, kdyz
nadorové bunky ziskaji vlastnosti KB a zafnou samovolné proliferovat.
Nadorové kmenové buiilky zplsobuji zavazna onemocnéni, jejichz 1éceni je
narocné a nese velké riziko, zZe po ukonceni 1é¢by nebyly odstranény vsechny

zhoubné buriky a mtze dojit k opétovnému vzniku nadoru. @

1.3 Indukované pluripotentni kmenové bunky

S pouzitim embryonalnich KB je spojena rfada problémt a nevyhod. Proto
je predmétem snahy mnoha védci vytvorit typ KB, které by si zachovavaly
unikatni vlastnosti embryonalnich KB, a pritom by feSili komplikace spojené
s jejich pouzitim v mediciné. A pravé témto kritériim odpovidaji indukované
pluripotentni KB. Tento typ bun€k se nevyskytuje v prirodé a byl vytvoren
uméle c¢lovékem, a to poprvé roku 2006 japonskym tymem védcli, vedenym
Takahashim a Yamanakou. @ Indukované KB vznikaji preménou jiz zadanych
bunék na bunky nezadané (reprogramovanim).

Prvni studie, z roku 2006, zabyvajici se reprogramovanim dospélych KB
byla provedena na mysich fibroblastech a vyuzila transdukce 24 traskripénich
faktorti, které urcuji identitu embryonalnich KB. Néaslednymi experimenty bylo
zjiSténo, Ze vliv na vznik umeéle vytvorenych KB maji pouze ¢tyri z nich, a to
Oct3/4, Sox2, cMyc a Klf4. @ O rok pozdéji se podatilo pomoci stejnych ctyr
faktort reprogramovat lidské somatické buriky na pluripotentni KB, které byly
v mnoha aspektech podobné lidskym embryonalnim KB. )

Indukované pluripotentni KB maji velky potencial vyuziti pro terapeutické
ucely diky radé vyhod. Jednou znich je, Ze jsou vytvoreny pifimo ztkané

pacienta, proto nedochéazi k rejekci pii transplantacich. Navic je mozné vytvorit
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indukovanou butiku z bunky s geneticky podminénou chorobou a zkoumat tak
jevy, které neni mozno jinou metodou pozorovat. Dalsi obrovskou vyhodou

tohoto typu KB je etick& bezproblémovost jejich pouziti. (2:3)

1.4 Lidské embryonalni kmenové bunky

Organismus se sklada z velikého mnozstvi rtiznych typt tkani, s rozdilnou
funkei, vlastnosti i stavbou. Jedno maji ovSem tyto tkdné a bunky, ze kterych
jsou slozené, spole¢né — ptivod. Kazd4 burika v téle pochazi z embrya a z nich
odvozenych embryonalnich kmenovych bunék. Nejdfive vznika totipotentni
zygota, ze které se ryhovanim vyvine morula a z ni pak blastocysta. V blastocysté
dojde k oddéleni trofoblastu, ze kterého vznika placenta, od embryoblastu, ze
kterého vznika embryo. Embryoblast blastocysty se rozd€li na tii zarodec¢né listy
— ektoderm, mezoderm a endoderm. Jejich bunky jsou pluripotentni a
produkuji postupné vice a vice zadané bunky, az vzniknou jednotlivé organy a
cely organismus. ()

Pravé kmenové bunky odvozené zraného stadia embrya (4-5 dnt starého
embrya-blastocysty) maji veliky potencial pro vyuziti v mediciné. Jejich vyuziti

je vSak zatim pouze ve stadiu klinickych testt.

1.4.1 Vyuziti

Embryonéalni KB jsou predmétem velikého zajmu védc po celém svéte,
nebot maji obrovsky potencial vyuziti a to zejména v regenerativni mediciné a
bunééné terapii. Jednd se o nevycerpatelny zdroj novych a novych bunék
jakéhokoliv bunéc¢ného typu. Mohly by byt pouzity na vyvoj novych 1é¢iv a
lééebnych metod a stat se tak odpovédi na otazky v oblasti 1écby po urazech,
riznych neurodegenerativnich chorob (napi. Parkinsonova choroba), 1écby
diabetikii atd. Nez ovSem dojde k zarazeni embryonalnich KB do standardniho
pouzivani v mediciné, musi se odstranit n€kolik problémt spojenych s jejich

kultivaci. Dalsi vyznamnou oblasti vyuziti lidskych embryonélnich KB v
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mediciné je modelovani lidskych chorob pomoci zvirecich modelt, u kterych
byla utlumena ¢i jinak upravena exprese genti. KB se déle vyuzivaji k

modelovani ontogeneze ¢loveka . (16)

1.4.2 Kultivace

Aby mohly byt embryonalni KB vyuzivany jako 1éciva pro Sirokou vetejnost
je potieba zajistit dostatek bunék, a to jde nejlépe jejich kultivaci in vitro.
Kultivuji se bunky 5 - 7 dnt staré z c¢asné faze embrya z embryoblastu. Pro
uspésnou kultivaci je potfeba navodit podminky, ve kterych se embryonalni
burniky nachazeji in vivo. Metoddm kultivace KB se budu podrobnéji vénovat
v praktické ¢asti. S kultivaci KB je ovS§em spojena fada problémi. Jednim z nich
je fakt, ze pri dlouhodobé kultivaci dochazi ke ztraté kvality kultivovanych
bunék, a to casto i do té miry, Ze je znemoznéno jejich dalsi pouziti. Bylo
zjiSténo, ze u bunék z pozdnich pasazi* kultivace dochazi k zhorSovani jejich

vlastnosti. K nejcastéjsim komplikacim patii poskozeni DNA. K tomu miize dojit

bud’ z divodu mutace nebo v diisledku selhani opravnych mechanismt DNA. ©)

1.5 Mutace

Jednou z dilezitych vlastnosti DNA je neménnost a schopnost se
replikovat do naprosto stejnych kopii. Diky tomu je zajisténa stalost zZivocéisnych
druhi. Na druhou stranu je pro fylogeneticky vyvoj zivych organismt nezbytné
nutné, aby geneticky material podléhal obéasnym zménam (mutacim). Nebyt
téchto zmén, nebyla by takova rtiznorodost Zivocisnych druht, organismy by se
zastavily na stavajicim vyvojovém stupni a neprobihala by evoluce. Proto nelze

vnimat mutace pouze jako zaporny jev. (7:8)

! pasazovani je metoda kultivace, pi které se pienasi kolonie na novy podklad a zied'uje se hustota
kultury
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Mutace jsou nidhodné zmény v genetickém materidlu, které ztstavaji
v DNA az do konce zivota buriky a jsou tedy trvalé. Dochazi ke zméné vyznamu
genetické informace, ale nejsou porusSena pravidla zapisu. Mezi regulaci stalosti
genomu, ktery je nezbytny pro udrzeni druhu a zaroven drobnych zmén
zajistujici evolucéni vyvoj, je velmi tenka hranice.

Pri¢iny mutaci mohou byt velice rtiznorodé, nékteré jesté ani nezname.
Stejné tak i mista jejich vzniku jsou zdanlivé nahodna. Presto existuji mista
v DNA, kde je frekvence mutaci mnohonasobné vyssi nez jinde. Tyto oblasti se
oznacuji jako hot spots (horka mista). ()

Mutace miZzeme délit z nékolika hledisek. Zakladnim kritériem je divod
jejich vzniku, podle kterého se déli na spontdanni a indukované. Spontanni
mutace vznikaji pfirozené (bez zasahu ¢lovéka) nebo dalSich faktort. Mezi
indukované radime takové mutace, které byly vyvolany piisobenim vnéjSich
faktor — tzv. mutagent. Mize se jednat o fyzikalni, chemické, biologické, ¢i
dalsi faktory.

Dalsim aspektem tfidéni mutaci je rozsah zptisobenych zmén. Podle tohoto

kritéria délime mutace na genové, chromozomalni a genomové. @

1.5.1 Genové mutace

Genové (bodové) mutace maji nejmensi rozsah a pisobi na omezeny pocet
nukleotidi. Jsou znamy jednonukleotidové i vicenukleotidové genové mutace. U
nukleotidovych mutaci dochazi nejéastéji k substituci (zdméné) jednoho
nukleotidu za druhy (v jednofetézcovych DNA) nebo zdmeéné celych part
nukleotidi (dvouretézcova DNA). Substituce miize probihat transverzi nebo
tranzici. Mezi dalsi typy genovych mutaci patii delece a inverze, pri nichz se
méni poc¢ty nukleotidii v fetézci nukleové kyseliny. (8)

Tranzice je proces, pri kterém se vymeénuji nukleotidy s bazemi stejného
typu (dojde kvyméné purinového za purinovy nebo pyrimidinového za
pyrimidinovy nukletid). MiZze dojit ke ¢tyfem typtim tranzice. Pti transverzi

dochézi k vyméné nukleotidti s bazi rtizného typu (purinového za pyrimidinovy
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a naopak). Celkem tak existuji 4 moznosti transverze. Dalsimi mechanismy
mutaci jsou takové, pii kterych se méni pocet nukleotidli. Delece (ztrata) je
proces, pri kterém dojde k odstranéni jednoho nebo vice nukleotidii z retézce
nukleové kyseliny. Inzerce je naopak dé€j, pri kterém se vlozi jeden nebo vice
nukleotidi do sekvence DNA. (8,10)

Pomérné casto dochazi u bodovych mutaci (zejména substituci) ke zméné
v sekvenci DNA, kédujici protein. Potom je praktické rozdélit mutace podle
vlivu na strukturu daného proteinu:

a. mutace nemeénici smysl (synonymous nebo silent mutation): velmi casto
pri substituci dvou bazi v aminokyseliné tvorici protein nedojde k zaméné
aminokyseliny a nezméni se stavba proteinu. Tato mutace, tedy nema vliv
na spravnou funkci dané bilkoviny. Ktomuto jevu dochazi v disledku
degenerovanosti genetického kodu, tj. faktu, Ze jedna aminokyselina
miiZze byt kédovana riznymi kodony (triplety). U aminokyselin vétSinou
zalezi na kombinaci prvnich dvou béazi, a at je tieti baze kodonu jakakoliv,
nezméni to typ aminokyseliny. Proto, kdyz dojde k substituci treti baze
tripletu, mutace az na vyjimky neméni smysl proteinu.

b. mutace ménici smysl (missense): u tohoto typu mutaci dojde k zaméné
celého kodonu aminokyseliny za jiny, vznika tedy zcela jina
aminokyselina. Jaky mé tato substituce dopad na funkci proteinu, zalezi
na tom, jak moc se nova aminokyselina lisi svymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi od ptvodni. Jestlize jsou si aminokyseliny podobné,
hovorime o tzv. konzervativni zameéné.

c. nesmyslné mutace (nonsense): jsou takové mutace, které zptisobi vznik
terminac¢nich kodonu tj. tripleti, které jsou zodpovédné za ukonceni
syntézy proteinového fetézce. Jednd se o velmi drastické zmény,
obzvlasté objevi-li se tato stop-mutace na zacatku retézce proteinu. Ve
vétsiné pripadi vznika v diisledku nesmysIiné mutace nefunkéni protein.

d. posunové mutace (frameshift): jsou poslednim, velmi drastickym typem
bodové mutace. Nastavaji, kdyz dojde k deleci nebo inzerci jednoho nebo

vice nukleotidu kodonu. Cteci ramce za¢nou prekladat téméi stejny
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proteinovy fetézec zcela jinym zplisobem a navic velmi casto dojde
k pfed¢asnému ukonceni fetézce, nebot vznikne termina¢ni kodon.
Posunova mutace nema tak fatalni nasledky, nastane-li na konci retézce

nebo, kdyz dojde k deleci nebo inzerci tfi nukleotidii, tedy celého kodonu.

(8,9,10)

1.5.2 Chromozomalni mutace

Chromozomalni mutace (aberace) postihuji celé tseky DNA a mohou mit
riizny rozsah. Maji za nasledek strukturni zménu chromozomi. Vyznam a dopad
mutace na chromozomalni trovni urcuje zejména jeji umisténi, a to prevazne,
jestli se nachazi na centromere nebo telomerach. Mutace mohou probihat i mezi
chromozomy navzajem. RozliSujeme nékolik typii — delece, inzerce a duplikace,
translokace a transpozice a v neposledni fadé inverze. ("

Pri deleci dojde stejné jako u genovych mutaci ke ztraté, ale tentokrat se
jedna o delsi tsek retézce DNA. Naopak k zisku sekvence retézce DNA dochazi
pri inzerci a duplikaci. Pfi duplikaci vznika totozni sekvence DNA a nové
vznikly Gsek muize leZet pfimo vedle ptivodniho (tandemova duplikace) nebo
ve zcela jiné ¢asti Fetézce nukleové kyseliny. Useky, které podlehly tandemové
duplikaci, jsou velkym potencionidlem pro dal§i mutace, nebot totozné
chromozomy, lezici vedle sebe maji tendenci rekombinace. Na tomto tseku tedy
vznika delece a inzerce. (®

K pfesunu tseku DNA na jiné misto v fetézci dochazi pri translokacich a
transpozicich. U translokace si dané sekvence genomu vymeéni polohu a pri
transpozici dochazi k premisténi pouze jednoho tuseku. (8

Dalsim typem chromozomalni mutace je inverze, pri niz dochazi
k vysttihnuti ¢asti retézce nukleové kyseliny a jeho néasledné vlozeni na stejné

misto naopak orientovany.
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1.5.3 Genomové mutace

K mutacim na trovni celého genomu dochazi mnohem castéji a vétSinou
mivaji fatalni nasledky. Zmény v genomu mohou vést i k rakovinovému bujeni a
vzniku nadoru. Jedni se o mechanismy, jeZ maji za nasledek zménu pocti
chromozomi. Podle rozsahu zmén mluvime o aneuploidnich (odchylka na
arovni jednotlivych chromozomi), polyploidnich (zisk celé sady chromozomii) a

haploidnich (ztrata celé sady chromozomi) mutacich. @

1.6 Frekvence mutaci

Mutace DNA jsou nezbytnou soucasti evoluce a do jisté miry jsou
potiebné. Jejich pocet by ovsem nemél piresahnout nezbytné nutné mnozstvi.
Priroda nalezla optimalni pocet téchto mutaci, aby organismy neustrnuly na
stavajicim vyvojovém stupni a zaroven nedochézelo k nadmérnym zméndm
genetické informace. ®

Frekvence mutaci udava pocet chyb na jednom misté (tzv. lokus) vzniklych
za jednu generaci. Jeji hodnota je velice variabilni a je zavislA na mnoha
faktorech. Zalezi jednak na typu buriky, na pozménéném genomu, ale také na
prostiredi a nukleotidech, které sousedi s postizenym mistem. Mutaéni tempo se
také lisi s kazdym typem mutace. Mnohymi experimenty bylo zjisténo, zZe
primérna frekvence mutaci je priblizné 1 x 10 na lokus na generaci (:2. To
znamena, Ze kdyZz bychom méli jeden milion bunék, priblizné jedna z nich by
nesla zmeénu ve své genetické informaci.

Pro moderni genetiku a medicinu je nevyhnutelné nutné porozumét
mutaénim procesim v zivych organismech. Zjistovani cetnosti mutaci je
nezbytny krok v procesu poznani genetiky ¢lovéka a diagnostice genetickych
poruch. Velky rozvoj zaznamenala tato oblast vyzkumu zejména diky
technologiim zjistujici frekvenci mutaci. Diagnostika DNA se podle tradi¢niho
d€leni rozliSuje na primou a neprimou. Neptima diagnostika je spise otazkou
minulosti a pro moji praci nemé vétsi vyznam, proto se ji nebudu podrobnéji

vénovat. (7
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V soucasné dobé je asi nejpouzivanéjsi metodou pri vySetiovani DNA a jejich
mutaci sekvenace. Tato metoda umoznuje odhaleni nejvétsiho mnozstvi znakt
genetické informace. Je vSak limitovina omezenym pocétem vzorkt a také je
technicky naroéné urdit frekvenci vzniku mutaci. Sekvenace spise zjisti vSechny
mutace nakumulované v buné¢né populaci béhem predchoziho Zivota burky.
Neni ji tedy mozné pouzit ke zjiSténi aktualni frekvence mutaci. K tomu slouzi
specialni techniky, z nichz jednou je tzv. HPRT assay, ktera bude hlavni naplni

praktické ¢asti moji prace.

1.6.1 Sekvenovani DNA

Sekvenace je pomeérné jednoduchou a levnou metodou, kterd umoznuje
zkoumat geneticky materidl a predevsim jeho mutace. Obzvlasté dutlezité je, ze
dokaze zkoumat nejenom chyby, které maji za nasledek zménu genomu, ale i
mutace neménici smysl. Tuto metodu je mozné pouzit na jakykoliv fragment
libovolného organismu. (:0)

Sekvenaci lze analyzovat konkrétni fragment DNA a lze urcit presné poradi
jeho bazi. Diky tomu lze také odhalit mutace vzniklé na retézci DNA. Jednotlivé
useky pro samotnou sekvenci se pripravuji revoluéni metodou polymerazové
retézové reakce (PCR), jejiz objev zptisobil veliky posun v diagnostice DNA.

Pomoci PCR je mozné béhem kratké chvile zmnozit potrebny fragment
v prakticky neomezeném mnozZstvi. Podle tohoto tseku DNA se vyrobi
oligonukleotidové PCR-primery (okolo 20 nukleotidi), které jsou
komplementarni ke koncim sekvence, kterou potfebujeme namnozit. Vlastni
reakce ma celkem tri faze — denaturacni, renaturacni a syntetickou, které se
nékolikrat opakuji. Cely proces zacina denaturaci DNA, kdy se dvouretézcové
molekuly rozpadaji na jednoretézcové. V dalsim kroku dojde krenaturaci a
PCR-primery se navazi na cilovou sekvenci. Tato ¢ast musi probihat za nizké tzv.
anelovaci teploty. V syntetické fazi se tisek mezi primery opakované mnozi

plsobenim polymerazy. (7:10,12)
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Useky se mnoZi exponencialnim zptisobem, tj. po dokonéeni jednoho cyklu
se pocet kopii zdvojnasobi. Kazdy cyklus trva pouze né€kolik minut, proto je
mozné vytvorit béhem chvile mnoho kopii. Vysledny produkt se miiZze pouZit na
rozbor mutaci. PCR je zakladem ziskavani dostatku materialu pro samotné
sekvenovani.

Sekvenovani — jednoduchy zptisob analyzy genetického materialu, miize byt
provadéno neékolika metodami. Nejznameéjsi a vsoucasné dobé zrejmé
nejpouzivanéjsi metodu zavedl britsky biochemik Frederick Sanger. Tato
metoda vyuziva PCR, ale k syntéze pouziva pouze jediny primer a k mnozeni
dochazi v jednom sméru. (12)

Syntéza se provadi ve ctyfech zkumavkach. Ve vsech jsou obsazeny stejné
latky, ale vkazdé je navic jeden =ze ¢ty fluorescenéné barvenych
dideoxyribonukleotidi. Ty zptsobi, ze se do nové vznikajiciho Fetézce DNA
nezabuduje standardni baze, ale syntéza se v daném cyklu ukon¢i a diky tomu
miZeme uréit pozici vybrané baze. Tak vznikaji po nékolikandsobném
zopakovani celého cyklu sekvence, které jsou komplementarni se
syntetizovanym retézcem, ale kazdy je ukoncen v jiném misté a ziskdvame tak
Siroké spektrum rtizné dlouhych sekvenci. 7:10)

Takto ziskané fragmenty se dale zpracovavaji pomoci elektroforézy. Smeés
obsahujici retézce ze vSech ¢ty zkumavek se rozdéli podle velikosti.
Komplementarni konce se sefadi do jedné linie a podle fluorescenéné
zbarvenych koncli miizeme precist presné poradi bazi v retézci. Sekvenovanim
miiZzeme analyzovat celou fadu znaki, ale predev§im se pouzivd na odhaleni

mutaci. (7

1.6.2 HPRT assay

Hypoxantin-guanin phosphorybosiltransferaza (HPRT) je klicovy enzym
zodpovédny za spravny chod metabolismu burnky. Je kdbdovan HPRT1 genem a
podili se na spravném fungovani syntézy DNA. Hlavni Glohu hraje HPRT enzym

pri vzniku purinu (hypoxantinu a guaninu) a jeho zabudovani do fetézce
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nukleové kyseliny. (13) Pii jeho Spatné funkci nastava prekyseleni organismu a
s tim spojené psychické problémy. Nedostatek genu zptisobuje neurologickou
chorobu zndmou jako Lesh-Nyhantiv syndrom, kterou roku 1964 popsal M. Lesh
a W. Nyhan. (4

HPRT assay je metoda pouzivani na liniich bunék savci, pripadné na
modelovych savcich organismech. Jedna se o jednoduchy a ucinny test, ktery
prokazuje pritomnost mutaci na koloniich bunék a predevsim frekvenci téchto
mutaci. Metoda spociva v tom, Ze se burky, jejichzZ mutaci chceme zjistovat, daji
do média obsahujiciho 6-thioguanin (6-TG). Tato latka je toxicka pro buriky,
které nemaji mutaci v HPRT1 genu, nebot zpilisobuje, Ze se z 6-TG syntetizuje
6thio-GMP, a proto vSechny zdravé bunky zahynou (obr. 1). Spoéitdnim kolonii,
které prezily, zjistime frekvenci mutaci. Jelikoz se vkazdé zdravé buiice
prokariotického organismu nachazi pravé jedna kopie HPRT1 genu, vime

s naprostou piesnosti, ze vSechny prezivsi buiiky maji mutaci v tomto genu.
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Obr. 1: Schéma funkce enzymu hypoxantinguaninphosphorybosiltransferazy a efektu 6-
thioguaninu na rust bunék.

Pri poditani kolonii, které byly odolné vii¢ci 6-TG a néaslednému
vypocitavani frekvence mutace musime zapocitat a¢innost nasazeni, ktera udava
kolik z nasazenych bun€k se uchyti a bude se déle rozriistat v kolonie. Pocita se
jako podil poétu nasazenych bunék a bunék a kolonii, které vzniknout po urcité
dobé kultivace bez pouziti selekéniho agens. Uéinnost nasazeni se vétSinou
udava v procentech, proto se pomér ptivodniho a kone¢ného poctu bunék nasobi
stem. Aby HPRT assay byla nezkreslend, musime vzdy pii provadéni této
metody nasadit alesponn jednu misku bunék navic, na kterych pocitame

frekvenci mutace. Do této misky se nepridava 6-TG a pocitame z ni Gc¢innost
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nasazeni, podle které pak vztahujeme pocty mutaci, zjiSténych na dané linii
buneék.

HPRT assay se da pouzit u celé fady druhti bunék. Doposud byla tato
metoda aplikovana napriklad na liniich ¢inského kie¢ka CHO (chinese hamster
overy), derivované zvajecniki kiecka. Tyto bunky mély netplnou sadu
chromozomi. (5 Dale byla HPRT assay pouzita na bilych krvinkach mysi a
bunécné linie ¢inského krecka V79, odvozenych z plicniho fibroblastu. 6) Dalsi
studie se zabyva aplikaci této metody na mysi embryonalni KB a porovnani
mutaci slinii V79. (7 Prace se zabyva pouzitim HPRT assay na lidské
embryonalni KB a lidské indukované pluripotentni KB. Také budu porovnavat

frekvenci spontannich mutaci a mutaci indukovanych ionizujicim zarenim.

1.7 Frekvence mutaci u kmenovych bunék

Na zéklad€ predchozich vyzkumi bylo zjisténo, Ze u embryonélnich KB, je
stejné jako u nékterych dalSich typt bunék frekvence mutace priblizné rovna
jedné burtice z milionu. Mutac¢ni tempo je ovSem zavislé na mnoha faktorech, a
to nejen v souvislosti s indukovanymi a spontannimi mutacemi. Velky vliv ma
doba, po kterou buinky kultivujeme, nebot se zvySujicim se poctem pasazi
rapidné roste pocCet mutaci u embryonalnich KB. Tento problém vyrazné
omezuje moznosti pouziti téchto pluripotentnich bunék v mediciné.

Zajimavé je také porovnani mutaci u KB embryonalnich a somatickych.
Riizné studie nezavisle na sobé dokazuji, Ze frekvence mutaci je mnohonasobné
vys$i u dospélych KB (8). Pfi zkoumani mutaci liniich mySich embryonélnich KB
a linie odvozené z mysich fibroblastii (linie V79) bylo zjisténo, Ze frekvence
spontannich i indukovanych mutaci v HPRT1 genu je u mysich fibroblastovych
bunék z linie V79 10x vyssi nez u embryonalnich KB. (7)

Embryonalni KB musi mit mensi pocet mutaci ve své genetické informaci,
nebot zachovani genomové stability je nezbytné nutné pro spravné fungovani

organismu, ktery se z téchto bunék pozdéji vyvine. Kdyby bylo vétsi mnozstvi
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mutaci jiz v zarode¢né linii, tyto chyby by byly predavany dal§im generacim a
mély by za nasledek vznik geneticky podminénych chorob.

Prestoze je frekvence mutaci dospélych KB pomérné vysoka, tak pti vétsiné
nedochazi v diisledku zmeén genetické informace k vétsim nasledktim, nebot tyto
chyby nejsou dédi¢né. Na druhou stranu i mutace v somatickych KB mohou mit
fatalni nasledky. Nékdy muize u somatickych KB vlivem rtiznych faktort (napf-.
typ a poloha mutace) dojit ke preméné na nadorové KB a jejich

nekontrolovatelnym mnozenim ke vzniku tumoru.
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2.Cile prace

1. Zavést metodu méfeni frekvence mutaci za pomoci HPRT genu na
lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych burikach, protoze zadna
studie se doposud nezabyvala pouzitim metody HPRT assay na tomto typu

bunék.

2. Zmérit spontanni a indukovanou frekvenci mutaci za pomoci HPRT genu
v lidskych embronalnich kmenovych bunkdch a indukovanych
pluripotentnich kmenovych burikidch a porovnat kvalitu reprogramovanych
bunék s embronalnimi kmenovymi bunkami a ovérit tak bezpeénost jejich

pouziti v mediciné€.
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3.Prakticka cast

Predmétem experimentu bylo stanoveni frekvence mutaci u linie
indukovanych pluripotentnich kmenovych buné€k. Experiment navazuje na
predchozi pokusy vyuzivajici HPRT assay na linii embryonalnich kmenovych
bunék. Dale pak byla porovnana mutace lidskych indukovanych pluripotentnich
KB a lidskych embryonalnich KB. Soucasti moji prace je optimalizace kultivace
KB, indukovanych KB a samotnd HPRT assay, stanovujici spontanni i
indukovanou frekvenci mutaci. Indukované mutace byly vyvolany pomoci
ionizujiciho zatreni. Experiment byl proveden v Biologickém tustavu Lékarské

fakulty Masarykovy univerzity.

3.1 Kultivace lidskych embryonalnich KB

Lidské embryonalni KB potiebuji k preziti specifické podminky a tomu je
prizplisobena jejich kultivace. Ta probih& v kultivac¢ni laboratori, ve které je
udrzovano zcela sterilni prostiedi. Pro udrzeni sterility je dulezité pti praci
pouzivat rukavice a rousku. Také je nutné se prezout a obléci si plast, ktery byl
pred tim ozafen UV svétlem. U vchodu do laboratore je umisténa lepici paska,
odstranujici necistoty z bot.

Laboratof je vybavena specialnimi pristroji potiebnymi pro kultivaci. Mezi
zakladni zarizeni v laboratori patii sterilni box, ve kterém je zajisténa stala
ventilace smérem z vrchu dolii, zarucujici odstrafiovani neéistot. Jedna se o tzv.
flow box nebo laminarni box. Sterilni prostfedi uvnitf boxu je zajiSténo jednak
ionizujicim zarenim, jednak filtraci proudiciho vzduchu ptes specidlni HEPA
filtry. V laboratoti se dale nachézi termostat plnici funkci inkubatoru. Zde se
uchovéavaji a péstuji bunky, proto je nutné v ném navodit podminky, ve kterych
buriky preziji. Je zde konstantni teplota 37 °C, vlhkost a definovana koncentrace
CO., ktera snizuje parcialni tlak kysliku.

Embryonéalni KB se uchovavaji v podminkach podobnym jejich piirozenému

prostfedi. Aby se bunky mohly dobie délit a rast, musi byt ve specidlnim
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kultivaénim prostiedi. Kultiva¢ni prostiedi se sklada ze dvou zakladnich slozek

— kultivacniho média a podkladu.

3.1.1 Média

Jednim ze zakladnich piredpokladi pro tspésnou kultivaci KB je pravidelna
vyména vhodného kultivaéniho média. Jedna se o roztok, ktery zajistuje vyzivu
bunék. SloZeni kultiva¢cniho média se lisi podle zptisobu pouziti a také kazda
laboratoi dava prednost jinému sloZeni média. Nékteré slozky jsou ovsem vzdy
stejné (tab. 1). Patfi mezi né KO-DMEM (KnockOut- Dulbecco’s modified
Eagle‘’s medium), L-glutamin, neesencialni aminokyseliny, merkaptoethanol a

antibiotika.

objem
slozka média
(v 500 ml)
DMEM Fi2 407 ml
Knockout SR 75 ml
L-Glutamine 5 ml

Neesencialni aminokyseliny |5 m

P/S 2,5 ml
2-ME 5 ml
hFGF 500 ul

Tab. 1: SloZeni hES média

Dalsi dilezitou slozkou kultivaéniho média je smés bilkovin. Ta se miize
vyskytovat v podobé séra, které podporuje adhezi a rist kultivovanych bunék.

Alternativni moznosti je nahrazka tohoto séra. Pti kultivaci na bezbunéénych
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podkladech se pouziva kondiciované médium (CM), které se vyrabi inkubaci
standardniho média s mySimi embryonalnimi fibroblasty po dobu jednoho dne.
Nésledné je médium filtrovano a obohaceno o specificky rtistovy faktor FGF2 a

L-glutamin.

3.1.2 Kultivacni podklady

Aby mohly buriky pfezit v laboratornich podminkach, musi byt kultivovany
na vhodném kultivaénim podkladu. Pouzivaji se dva druhy podkladovych vrstev,
které zajistuji prilnuti bunék k misce a uvolnuji ristové faktory. Jedna se bud o
podptirnou vrstvu bunék (obr. 2) nebo bezbunécéné matrice (obr. 3).

Podptirné bunééné vrstvy byvaji vétSinou mysi, ale mohou byt i lidské.
Jednou moznosti je pouzit mitoticky inaktivované mysi fibroblasty, které se
nemohou délit a slouzi pouze k vyzivé bunék na nich kultivovanych. Fibroblasty
jsou vhodné pro propagaci mensiho mnozstvi bunék.

DalSim hojné vyuzivanym podkladem je Matrigel. Jedna se o extracelularni
hmotu z mysich sarkomti, obohacenou o proteiny. Matrigel je vhodny pro
produkci velkého mnozstvi bunék. Neni v§ak vhodny pro dlouhodobou kultivaci.

Byl pouzit jako podklad pro kultivaci KB vyuzitych pro tuto préaci.
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Obr. 2: Kolonie lidskych kmenovych embryondlnich bunék na podpiirné vrstvé mitoticky
inaktivovanych mysich fibroblastech

Obr. 3: Kolonie lidskych embryondlnich kmenovych bunék na bezbunééné matrici (Matrigelu)
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3.1.3 Pasazovani

Kromé kazdodenni vymény média je nutné jednou za 4-8 dni2 burky
presadit na novy podklad. V opa¢ném pripadé by se bunky prilis rozrostly a
zacaly by se diferencovat. Pasazovani se provadi, kdyz je porostlych piiblizné 70
% povrchu misky (v pripadé Matrigelu), pripadné pokud kolonie dosahnou své
limitni velikosti, ktera je zavisla na konkrétni linii (v pripadé kultivace na vrstvé
podptrnych bunék).

Pasazovani bunék mize probihat dvéma zptisoby — rozliSujeme enzymatické
a mechanické pasazovani. Pro embryonalni kmenové bunky pouziva laborator,
ve které jsem provadéla svilij experiment, pasiz za pomoci enzymu kolagenazy,
pokud ziskaje tfeba ziskat vétsi shluky bunék a pasaz za pomoci trypsinu
(ptipravek TrypLE), pri které vznikaji jednotlivé bunky (single cells). Pasaz
pripravkem TrypLE mé nasledujici postup.

e Nejprve se musi zkontrolovat populaci, kterou chceme presazovat. Spolu
se starym médiem se odsaji morfologicky Spatné kolonie, které byly
predtim odstranény pomoci Pasteurovy pipety upravené nad plamenem.

e Bunky se proplachnou PBS. Na PM6 se napipetuje 2 ml Trypsinu
(TrypLE™ Express 12605-010). Trypsin rozrusi vazby mezi bunkami a
vrstvou na které jsou kultivovany. Misky se vlozi do inkubéatoru, kde je
nastavena teplota na 37 °C a latka se necha 2 minuty ptisobit.

e Petriho miska s koloniemi bunék se prenese pod lupu a kolonie, které se
zac¢inaji na okrajich odlupovat, se odfoukaji pipetou. Nasledné se smeés
prenese do zkumavky s 12 ml hES média.

e Centrifuguje se na 1000 otacek pét minut pri teploté 4°C. Smeés se rozdéli
na pelet, ktery se usadi na dné zkumavky a supernatan. Supernatan se
odsaje, tak Ze zbude sediment, ktery predstavuji jednotlivé KB.

e Pelet se rozpipetuje v1 ml hES média a nasadi na PM6 s Matrigelem a

CM médiem.

2 tento Gdaj udava, jak je tomu v idealnim ptipadé, protoze doba, po které je nutné provést
paséz se lisi u rznych linii a podminek
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Pri kolagenazové pasazi je postup témér totozny, s tim rozdilem, ze enzym
kolagenaza neporusi tiplné vazby mezi bunikami, ale vznikaji shluky bunék, které
se nasadi na novy podklad. Alternativnim postupem je mechanicka pasaz, ktera
probihd podobné, jenom se burnky zpovrchu, na kterém byly kultivovany,

mechanicky pipetou odpichuji.

3.2 HPRT assay

N4plni moji prace bylo stanoveni mutacniho tempa na kulture indukovanych
pluripotentnich bunék pomoci metody HPRT assay. Soucasti této metody je
stanoveni mnozstvi bunék hematocytometrem, indukce mutaci ionizujicim
zarenim, selekce mutanti v 6TG médiu a nasledné fotografovani a pocitani
kolonii. Pouzity byly buiiky z prvni pasaZe na Matrigelu. Pokus jsem provadéla
na linii Cl14 z pasaze 77+2 indukovanych KB a nasledné porovnavala s vysledky

pro linii L14 embryonalnich KB z pasaze 22+3.

3.2.1 Priprava KB pro experiment

Nejdrive je treba pripravit si misky s Matrigelem, na které se nasadily bunky
na samotny pokus. Na kompletni HPRT assay jsou potieba tyto formaty misek
(obr. 4):

e 4 x 4jamky (o primeéru 1,5cm): u kazdé se pouzivaji pouze 2 jamky, do

vSech se sadi 1 tisic bunék, které slouzi k zjisténi Géinnosti nasazeni

e 4 x Petriho miska o priméru 6¢cm (PM6): v kazdé misce je nasazeno 800

tisic bunék a ty pak slouzi pro samotnou selekci mutantii
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1 tis. bunék 1 tis. bunék
0,5 ml CM 0,5 ml CM

800 tis. bunék

5ml CM s 6-TG

X X

4x

Obr. 4: Schéma nasazeni bunék na experiment

Z misek se odsaje predem nachystany Matrigel, ktery se musi nanést na
misku miniméalné 1 hodinu pfed pouzitim. Misky se promyji PBS a napipetuje se
médium. Do 4 jamkovych misek se dava 0,5 ml CM do kazdé jamky. Do vSech
PMB6 se pipetuje 5 ml CM obsahujici 6-TG s koncentraci 2,5 ug/ml.

Dale se vezmou z inkubatoru burnky, které musi byt dostatecné narostlé
pro pasazovani a vySe popsanym postupem se piepasazuji. Pied nasazenim
bunék se musi spocitat, a to pomoci Biirkerovy komurky (obr. 5). Toto
jednoduché zatizeni ma prostor, do kterého se umisti bunky, které chceme
spocitat. Prostor je rozdé€len mrizkou na ctverce, jenz jsou dale rozdéleny na 16
mensich ¢étvercli. Obsah vétsich ctvercii je 1 mmz2 Do Biirkerovy komitirky
(hematocytometru) se napipetuje 10 ul suspense a pomoci mrizky se spocita
mnozstvi bunék v jednom ¢tverci a nasledné prepocita mnozstvi bunék na 1 ml.
Suspenze se natedi na koncentraci 1 milion bun€k na 1ml. Nakonec se nasadi na

jednotlivé misky pozadovany pocet bunék.
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Obr. 5: Poc¢itant bunék Biirkerovou komiirkou (hematocytometrem)

3.2.2 Indukce mutaci ioniza¢nim zarenim

Den po nasazeni pokusu se musi bunky ozarit ioniza¢nim zarenim (IR), aby
se mohla porovnat frekvence indukovanych mutaci. Je potieba vlozit burky do
sterilni polystyrenové krabicky a prenést kiradidtoru. Ozarovani se provadi
v cesiovém ozarovaci, ktery vyuZziva izotopu cesia 37Cs, jehoz davkovy ptikon
v pracovni komorte ¢ini 2Gy/min. Bunky se ozaruji rtiznou davkou IR podle

nasledujiciho schématu (obr. 6):
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0 Gy 0 Gy 0,5Gy 0,5Gy

1Gy 1Gy 3 Gy 3 Gy
X X 74 X

Obr. 6: Schéma ozarovani kmenovijch bunék riznymi davkami ionizujictho zarent

Ozatrené burky se prenesou zpé€t do kultivacni mistnosti a vymeéni se jim
médium. Médium se vyménuje kazdy den, ale osmy den od ozareni se méni

koncentrace 6TG z 2,5 ug/ml na 8 ug/ml.

3.2.3 Fotografovani kolonii a vyhodnocovani vysledki

Od druhého dne po nasazeni bun€k se fotografuje pomoci lupy kolonie
vzniklé na 4jamkovych miskach. Foceni se musi provést kazdy den ptiblizné 5-7
dni po nasazeni. Z téchto fotek se pocita efektivita nasazeni. Dale uz nemaji tyto
buriky pro experiment Zadny vyznam.

Buriky slouzici na samotnou selekci mutantt se nadale kultivuji v CM médiu,
obsahujicim 6-TG a pravidelné foti. Priblizné tfi tydny po nasazeni pokusu se
vyselektuji zmutované kolonie a je nutné poridit kvalitni fotky, ze kterych se
spocita pocet narostlych kolonii a z nich nasledné za pouziti idaje o Gcinnosti
nasazeni vypocita vlastni frekvence mutaci dle vzorce:

Frekvence mutaci = pocet kolonii v 6-TG/(pocet nasazenych bunék*acinnost

nasazeni).
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3.3 Vysledky

Soucéasti prace bylo zvladnuti standardnich kultivaénich postupt
s kmenovymi bunkami. Byly napéstovany kultury KB linie CCTLi4 a
indukovanych pluripotentnich KB linie 4 na podplrné vrstvé mitoticky
inaktivovanych mysSich embryonélnich fibroblastii. Pro ilustraci je na

nasledujicim obrazku znazornén rist embryonalnich KB linie CCTL14 (obr. 7).

" - l
3 : ‘L‘o

1. den

Obr. 7: Riist embryondalnich KB na Matrigelu

Dale byla stanovena frekvence mutaci u linie 4 indukovanych
pluripotentnich KB pomoci selekce 6-TG. Selekce mutantti v médiu s 6-TG trva
priblizné tti tydny. Po tuto dobu byly misky, na kterych byla selekce provadéna,
fotografovany. Buiiky se nékolik dnii po nasazeni rozrostly do jednotné vrstvy.
Vétsina bunék nasledné odumte a vycleni se kolonie ze zmutovanych bun€k.
Néasledujici Obr. zobrazuje pribéh selekce 6-TG na indukovanych
pluripotentnich KB (obr. 8). Cislo dne pod obrazkem udava, kolikaty den po

nasazeni byl dany snimek pofizen.

36



1.den 5.den 10.den

15.den 21.den

Obr. 8: Selekce mutantii v CM obsahujicim 6-TG. Posledni fotografie znazornuje jednu kolonii,
vzniklou z jedné mutované buriky

Pro spravné stanoveni frekvence mutaci KB byla meérena acéinnost
nasazeni pouzitych buné€k (obr. 9). Dilezité bylo stanovit tuto hodnotu

jednotliveé pro kazdou davku ionizujiciho zareni.
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indukované
pluripotentni
KB

embryonalni
KB

783 370
0 Gy kolonii kolonii
560 312
0,5 Gy kolonii kolonii
290 221
1 GV kolonii kolonii
133 67
3 GV kolonii kolonii

Obr. 9: U¢innost nasazeni indukovanijch pluripotentnich KB a embryondlnich KB bez pouZiti
selekéntho ¢inidla.
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Pro vSechny davky ionizujiciho zareni byly spocitiny pocty kolonii.
Uéinnost nasazeni byla nasledné vypoéitana jako podil poétu narostljch kolonii
a poctu nasazenych bunék. Namérené udaje pro studovanou linii indukovanych
pluripotentnich KB jsou uvedeny v Tabulce 2 a Grafu 1, hodnoty pro linii

CCTL14 embryonalnich KB jsou uvedeny v Tabulce 3 a Grafu 2 a jejich

porovnani v Grafu 3.

Uéinnost nasazeni indukovanych pluripotentnich KB
davka 1. jamka | 2.jamka | priimér ﬁéinngst smérodatna
IR nasazeni (%) odchylka
0 Gy 770 796 783 78 2
0,5Gy | 523 596 560 56 9
1Gy 271 309 290 29 9
3 Gy 144 121 133 13 12

Tab. 2: U¢innost nasazeni indukovanijch pluripotentnich KB

U¢innost nasazeni indukovanych pluripotentnich KB
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0 Gy 0,5 Gy 1Gy 3Gy
Ionizujici zareni

Graf 1: U¢innost nasazeni indukovanijch pluripotentnich KB
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Uéinnost nasazeni embryonalnich KB
davka Kolonie ucéinnost nasazeni
IR (%)
oGy | 370 37
0,5 Gy 312 31
1Gy 221 22
3 Gy 67 7

Tab. 3: Udinnost nasazeni embryondlnich KB
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Graf 2: Uéinnost nasazeni embryondlnich KB
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Ucinnost nasazeni indukovanych pluripotentnich a
embryonalnich KB
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Graf 3: Porovnanti ui¢innosti nasazent u indukovanyjch pluripotentnich a embryondlnich KB

Dal§im, a to mozna nejpodstatnéjSim krokem HPRT assay bylo

vyhodnoceni samotné selekce mutanti vmédiu s6-TG. Nejdiive byl

vyhodnocen pocet zmutovanych kolonii pfi jednotlivych davkach ozareni (obr.
10).
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Obr. 10: Pocet mutantnich kolonii embryondlnich KB a indukovanijch pluripotentnich KB za
pouZiti selekéntho ¢inidla 6-TG po selekct, trvajici 3 tydny.
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Néasledné se zvyse uvedenych hodnot vypocitala frekvence mutaci u
indukovanych pluripotentnich KB a porovnala se s hodnotami pro embryonalni
kmenové burky. NiZe jsou uvedeny hodnoty frekvence mutaci indukovanych
pluripotentnich KB pfi riznych davkach ionizujiciho zatreni (tab. 4 a graf 4),
dale mutacni tempo bun€k embryonélnich (tab. 5 a graf 5) a porovnani hodnot
téchto dvou typt KB (graf 6).

Frekvence mutaci indukovanych pluripotentnich KB
davka IR pocet kolonii frekvence mutaci
o Gy 387 6,18E-04
0,5Gy 347 7,75E-04
1Gy 396 1,71E-03
3Gy 406 3,82E-03

Tab. 4: Frekvence mutact indukovanych pluripotentnich KB

Frekvence mutaci indukovanych
pluripotentnich KB
1,00E+00 T T T )
0 0 Gy 0,5Gy 1Gy 3Gy
]
"5‘ 1,00E-01
£
8 1,00e-02
=
E /
1,00E-03
=
1,00E-04 TP
IOIIlleJ 1C1Zzarenl

Graf 4: Frekvence mutaci indukovanych pluripotentnich KB
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Frekvence mutaci embryonalnich KB

davka
IR pocet kolonii frekvence mutaci smérodatné odchylka
o Gy 7 2,44E-05 2,23E-06
0,5Gy 5 4,67E-05 2,15E-05
1Gy 21 1,53E-04 6,68E-05
3Gy 34 1,08E-03 4,42E-04
Tab. 5: Frekvence mutaci embryonalnich KB
Frekvence mutaci embryonalnich KB
1,00E+00 . ; : .
0 Gy 0,5Gy 1Gy 3Gy
_ 1,00E-01
g
5
£ 1,00E-02
[}
(&)
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1,00E-04 / Y
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1,00E-05

Ionizujicizareni

Graf 5: Frekvence mutaci embryonalnich KB
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Graf 6: Porovnani frekvence mutaci indukovanijch pluripotentnich a

embryonalnich KB
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4.Diskuse

Burky, které byly umeéle vytvorené reprogramovanim z tkanoveé specifickych
bunék tzv. indukované pluripotentni KB, by mohly mit v budoucnu vyznamné
vyuziti vregenerativni mediciné. Maji potencial stat se kvalitni nahradou
embryonalnich kmenovych bunék, se kterymi je spojena fada problémi jako
nestabilita genomu, etickd rozporuplnost jejich pouziti nebo rejekce pri
transplantacich. Indukované kmenové bunky by mély reprogramaci ziskavat
vlastnosti embryonalnich kmenovych bunék, a to jednak schopnost diferencovat
se do jakéhokoliv bunéc¢ného typu a nekonec¢né se délit. Také by vS§ak mély byt
schopny udrzovat zvySenou stabilitu genomu, jako je tomu u kmenovych bunék.
BohuZel tomu tak neni a i tento experiment dokazal, Ze frekvence mutaci
indukovanych pluripotentnich KB je mnohonasobné vyssi nez u KB
embryonalnich.

Experiment vyuzival selekci mutantnich bunék pomoci média obsahujici
toxickou latku 6-TG u indukovanych pluripotentnich KB linie 4. Nasledné byly
hodnoty frekvenci mutaci téchto bun€k porovnany s tidaji pro embryonalni KB
linie CCTL14. Z naméfenych a vypocitanych hodnot vyplyva, Ze cetnost mutaci u
indukovanych pluripotentnich KB je priblizné o jeden iad vys$si nez u
embryonalnich KB a to pfi pouziti vSech rtiznych mnozstvi davek ionizujiciho
zareni. Vzhledem k dlouhodobému charakteru pokusu a omezené délce staze
bylo méfeni na indukovanych pluripotentnich bunkach, na rozdil od
embryonalnich kmenovych bunék, provedeno zatim pouze jednou. V provadéni
dalSich opakovani budu na pracovisti Skolitele pokracovat i vbudoucnu.
Vzhledem k tomu, Ze standardni odchylka se u méreni mutaci pohybuje v radu
jednotek, zatimco rozdil mezi hodnotami naméfenymi pro indukované
puripotentni kmenové buriky a embryonalni kmenové bunky je vétsi, nez jeden
rad, pricemz je tento fenomén opakovan u riznych davek indukce zarenim, je
mozné naméreny rozdil povazovat za ovéreny a skuteény.

Zjisténi, Ze indukované pluripotentni KB maji vic nez desetkrat vétsi

frekvenci mutaci neZ embryonalni kmenové burky, je pro medicinu a védu
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obecné znac¢né znepokojujici. Mutaéni tempo se tak blizi hodnoté, kterou
nabyvaji somatické burnky diferencované. To znamen4, Ze reprogramace, jejimz
cilem mélo byt vytvorit bunécny typ podobny embryondlnim kmenovym
bunkam, nezahrnovala nezbytné zvySeni udrzby a ochrany genomu. Tento
experiment tedy poukazuje ne nebezpeci, které plyne z pripadného pouziti
indukovanych pluripotentnich KB v klinické mediciné. ZvysSena frekvence
mutaci a tim sniZend stabilita genomu by mohla vkrajnim pripadé vést
k nefunkénosti transplantovanych bunék, pripadné i k nddorovému bujeni.
Experimentalné ovérend technika analyzy frekvence mutaci poskytuje
zakladni néstroj na jednoduché a spolehlivé testovani stability genomu, kterého
bude mozné vyuzit pri hledani cest, jak prokizané nestabilit€é genomu
indukovanych pluripotentnich KB zabranit. Dale zavedeni této techniky na
indukované pluripotentni KB, na kterych tato metoda nebyla drive dostupna,
otevira moznosti ke zlepSeni podminek reprogramace a kultivace, které povedou
k zabranéni tohoto nechténého fenoménu zvysené frekvence mutaci.
V navaznosti bude mozné bud’ samotny reprogramacni proces nebo naslednou
kultivaci v budoucnosti pozménit tak, ze jeho produktem budou indukované
pluripotentni buiiky, které budou mit nejenom schopnost proliferace a
diferenciace, ale také budou mit hodnotu frekvence mutaci na stejné Grovni jako

embryonalni KB.
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5.Zaveér

Uspésné jsem zvladla standardni kultivaéni postupy s KB a naudila jsem se
HPRT assay — metodu, kterou lze stanovit frekvenci mutaci KB na zakladé
selekce mutantnich kolonii vmédiu obsahujicim 6-TG. Tato metoda byla
aplikovana na indukované pluripotentni KB. Naslednym srovnanim vysledka
s hodnotami frekvence mutaci u embryonalnich KB jsem bylo potvrzeno, ze
indukované pluripotentni KB nemaji stejné vlastnosti vzhledem k drzbé
stability genomu jako embryonélni KB. Jejich prilis ¢etné mutace by mohly mit
za nasledek netspésnost 1écby a v krajnim pripadé i ohrozenim zdravi pacienta.
U KB svelkou mirou mutaci hrozi omezenia funkénost tkani obsahujicich
transplantované bunky, pripadné hrozi vznik rakovinovych bunék,

Na tento dil¢i experiment bych rada navézala sérii dal$ich pokusi, které by
umoznily statistické vyhodnoceni vysledki. Také je nezbytné provést
experiment na jiné nezavislé linii indukovanych pluripotentnich KB, aby byla

ovérena obecna platnost predpokladanych vysledkii této prace.
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