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Embryonalni a indukovane

pluripotentni bunky

I UvoD

Jiz od okamZiku objevu kmenovych bunék, fascinuje védce jejich potencial
umoZriujici obnovu a regeneraci tkani. Prilomem v poznani byl rok 2006, kdy
skupina Shinya Yamanaky demonstrovala vznik ,induced pluripotent stem (iPS) cells*
z dospélych mysich fibroblastt pomoci retrovirové transfekce transkripénimi faktory
Oct 3/4, Sox2, c-Myc a KIif4. Stejny postup byl v roce 2007 pouZit pro
pfeprogramovani lidského fibroblastu, pomoci identického setu transkripcnich
faktort, na pluripotentni kmenovou buriku. Zajimavé je, Ze kmenové buriky
generované touto technikou jsou velice podobné embryonalnim kmenovym burikam
(ES) co se tyce miry exprese ,kmenovych” gend, formovani teratomt po aplikaci do
imunodeficientnich hostitelt a jejich pfispévku k formovani fady linii. V kratké dobé
byla tato technologie podstatné rozvinuta a bylo s ni dosazeno vyrazného pokroku. U
pacienta trpiciho Amyotrofickou lateralni sklerézou (ALS) se podafrilo generovat iPS
buriky a prinutit je diferencovat v motorické neurony. Vyzvou zustava vyvoj strategie
generovani iPS bunék bez pouZiti virové transfekce. Dosud bylo prokazano, Ze je
mozné generovat iPS z mySich embryonalnich fibroblasti pomoci opakované
transfekce  neintegrujicich  plazmidd  exprimujicich  faktory nezbytné pro
pfeprogramovani. Touto technikou je mozné pfipravit iPS buriky bez prokazatelné
integrovanych plazmidd, které ale jsou schopné po transplantaci do mySi formovat

teratomy a umoznit vznik chimér v dospélosti.
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I MATERIAL

eBioscience dodava vysoce Cisty rekombinacni mySi LIF a rekombinacni lidsky

FGF-b (bez endotoxinu) pro pfipravu a kultivaci iPS a ES bunék.

Lidsky FGF basic (FGF-2) Rekombinantni protein bez nosice kat.c. 34-8986
(také oznacCovany jako: Fibroblast Growth Factor basic, FGFb, FGF2)

Mysi LIF Rekombinantni protein bez nosice kat.¢.34-8521

(také oznacCovany jako:leukocyte inhibitory factor, Leukemia inhibitory factor)

Kultura lidskych embryonalnich kmenovych bunék inkubovana s lidskym FGF-b

Funkénost lidského
rekombinacniho FGF-b byla
potvrzena kultivaci lidské
embryonalni kmenové linie H9
po dobu 5 paséZzi. Buriky si
zachovavayji typickou
ORI nediferencovanou morfologii a
exprimuji pluripotentni znaky
Oct-3/4 a SSEA-4 jak je
ukazano pomoci
imunofluorescenéni
mikroskopie na jednotlivych

koloniich.

Oct3/4
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I Vlastnosti iPS derivovanych riiznymi metodami.

Vlastnosti iPS bunky n ES buriky Kmenové buriky

pfipravené pripravené flizi

transferem jadra Jsomatickych a ES bunék

Popsano u lidi ANO ANO NE ANO

Nezbytnost embryi, NE ANO ANO Nezbytnost existujicich ES
nebo darcovskych bunék

oocytl

Exprese znakl ANO ANO ANO ANO

kmenovosti

Tvorba teratom ANO ANO ANO ANO

Pouzitelné pro ANO nékteré ANO nékteré

modelovani lidskych

chorob

Pouzitelné po ANO ANO Pravdépodobné ano ANO

testovani léciv

Nedefinovany osud Pravdépodobné ANO Neni znamo Neni znamo
ano

Vyvoj do , konkrétni“ Musi byt ANO Neprokazanoulidi  NE

lidské tkané prokazano

Geneticky shodné s Neni zndmo NE Neni zndmo NE

pacientem

Dalsi info Buriky jsou Buniky jsou  Lidské oocyty Tetraploidni
geneticky alogenetické v omezeném

upravené mnozstvi
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I Kompletni set protildtek eBioscience pro identifikaci pluripotentnich bunék.

antigen format katalog.c.
Anti-Human alpha-Fetoprotein Alexa Fluor® 488 AFP3 53-6583
Anti-Mouse c-Met (HGF Receptor) dlls eBioclone 4 11-8855
purified 14-8855
FITC eBioclone 7 11-8854
Anti-Mouse c-Met (HGF Receptor) PE 12-8854
purified 14-8854
biotin eBioclone 97 13-8858
Anti-Human c-Met (HGF Receptor) FITC 11-8858
purified 14-8858
APC eBiokKMC8 (KMC8) 17-0091
Anti-Mouse CD9 FITC 11-0091
PE 12-0091
Anti-Human CD9 biotin eBioSN4 (SN4 C3-3A2) 13-0098
D9 eFluor® 450 SN4 8048-0098
eFluor® 450 9048-0098
Anti-Human CD9 FITC eBioSN4 (SN4 C3-3A2) 11-0098
PE 12-0098
APC APB5 17-1402
Anti-Mouse CD140b (PDGF Receptor b) biotin 13-1402
FG, purified 16-1402
PE 12-1402
eFluor® 660 1B7 50-9326
Anti-Human CD326 (EpCAM) PE 12-9326
PerCP-eFluor® 710 46-9326
APC G8.8 17-5791
biotin 13-5791
Anti-Mouse CD326 (EpCAM) eFluor® 450 48-5791
PE 12-5791
PE-Cy7 25-5791
PerCP-eFluor® 710 46-5791
anti-human EpCAM-1 purified VU-1D9 BMS171
biotin R3.3 BMS103BT
anti-human LFA-1 beta FITC BMS103FI
purified BMS103
Anti-human LIF purified 1F10 BMS1026
Anti-human LIF purified 7D2 BMS1027
. Alexa Fluor® 488 eBioMLC-51 53-5761
Anti-Mouse Nanog
Alexa Fluor® 647 51-5761
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AR NEReE Biotin hNanog.1 13-5769
FITC 11-5769
Alexa Fluor® 488 EM92 53-5841
Anti-Human/Mouse OCT3/4 Alexa Fluor® 647 51-5841
PE 12-5841
Anti-Human Podocalyxin PE PE B34D1.3 12-8873
Alexa Fluor® 488 eBioMC-480 (MC-480) 53-8813
Alexa Fluor® 647 51-8813
Anti-Human/Mouse SSEA-1 biotin 13-8813
eFluor® 650NC 95-8813
PE 12-8813
Alexa Fluor® 488 eBioMC-631 (MC-631) 53-8833
Bioti 13-
Anti-Human/Mouse SSEA-3 lotin 3-8833
eFluor® 605NC 93-8833
PE 12-8833
Anti-Human TCL APC eBiol-21 (1-21) 17-6699
PE 12-6699
Bioti TRA-1-60 13-8863
Anti-Human TRA-1-60 (podocalyxin) 1otn
PE 12-8863
APC TRA-1-81 17-8883
Bioti 13-8883
Anti-Human TRA-1-81 (Podocalyxin) 1ofn
PE 12-8883
Purified 14-8883




