Somatické kmenové bunky — SSCs
(Somatic stem cells)

- Podileji se na regeneraci tkani, organi a homeostazi obecné

- Mnohé jsou minimalné multipotentni

- Kromé profesionalnich SSC, existuje i mnozstvi fakultativnich typu
- Pripadna pluripotence nebyla dosud prokazana

Jak vypadaji, jaké maji vlastnosti a schopnosti ?
Maji adultni SSCs stejny potencial jako embryonalni SSCs?
Jsou vSechny stejné, podobné, tkanoveé specifické ?

Lze je kultivovat in vitro ?

Kde se nachazeji?

Jsou nesmrtelné?

»EXistuji?*




ADULTNI x EMBRYONALNI
somatické kmenové burnky

Embryonalni somatické kmenové bunky

- Béhem embryogeneze davaji vznik tkanim a organim

- Pripadna pluripotence nebyla dosud prokazana

- Béhem Casné embryogeneze se intenzivné déli, pozdéji jiz meéné (?7?7?)
- Lze je izolovat a mnozit in vitro (zatim pouze po omezenou dobu)

- Pravdépodobné jsou schopné transdiferenciace (?)

- Tvori solidni nadory (mozna i teratomy?!?) po injikaci do imunitné
tolerantniho organismu (vSechny ?7?)

- Ackoliv jsou v mnoha ohledech podobné somatickym kmenovym
bunkam z dospélého organismu (mnohé znaky, podminky
kultivace a izolace), je jiz jasné, ze stejné nejsou.
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Odhad generacnich cyklt od kmenové buriky po funkéni / terminalné diferencovanou
buriku pro ruzné typy tkani u mysi
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a C.elegans _ b D. melanogaster ¢ D. melanogaster
{one-cell stage) (neurcblast) (SCP)

Pfiklady mechanismu regulujicich
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Proporéni zmény v symetrii bunééného déleni mezi neuralnimi kmenovymi bunkami (stem)
a neuralnimi progenitory ( , transientné se délicimi bunkami — TA)
v pubéhu neurogeneze u mysi

A 1.0 Division Type
= Stem
=« neurogenic
0.5

E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17
S <100 96.5 86.5 50 82 84 ~100

%
A >0 3.5 13.5 50 18 16 ~0

Haydar 2002




Déleni genomu u progenitoru/kmenovych bunék pfi asymetrickém déleni

First round of DNA replication, cell division
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Cetnost asymetricky a symetricky délicich se kmenovych bunék kosterni svaloviny in vitro
Sca-1 — znak kmenové bunky koserni svaloviny
Desmin — protein charakterizujici myoblast

- potvrzeni vysSe uvedené hypotézy
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NICHE a jak byt profesionalni kmenovou burikou

Stejné jako je v soucasnosti obtizné fyzicky uchopit jednotlivou SSC je velice tézké poznat,
jak vypada a jaké vlastnosti ma prostredi, kde se SSCs nachazi = niche. Profesionalni SSCs
maji tzv. nezraly fenotyp, tj. pfipominaji bunky znaéné €asnych vyvojovych stadii
(z hlediska vyvoje organismu / ontogeneze). Pfedpoklada se, ze v zavislosti na potrebach
organismu bud’ viibec neproliferuji nebo jen pomalu. Intenzivnéjsi proliferace se
predpoklada v odpovéd na poranéni dané tkané pripadné jeji jinou nedostateénost. Tato
proliferace, v odpovéd na poranéni, je in vivo u nékterych tkani, napf. nervové, znac¢né
nedostatecna a tkan ma tak velice malou schopnost regenerace, na rozdil napf. od epitel.
Pro mES je ,,niche” feeder + LIF + nedefinované faktory séra (BMP neni pIné
dostatecné z dlouhodobého hlediska). Je to jediny ,,dokonaly* niche ktery umime navodit
v in vitro podminkach, paradoxné u kmenovych bunék, které prirozené neexistuji. In vitro,
vsSak pri vhodné manipulaci a za dodrzeni vyse uvedenych podminek mES predstavuji
nejhomogeneéjsi a ve vlastnostech i nejstalejSi populaci kmenovych bunék (2007 :0)).
Zanik niche = zanik/diferenciace kmenové bunky. Opacény proces, navozeni niche (kdyby
jsme ho znali) kolem progenitoru nebo terminalné diferencované bunky nevede ke vzniku
bunky kmenové (analogicky k pokustiim s ES a dalSimi o SSCs ,,obohacenymi‘ populacemi
SSCs. Je to pravdépodobné v dusledku ireverzibilné (z pohledu moznosti extracelularniho
pusobeni) zménénych regulaci ,,intrinsic* faktoru, které si SSCs zachovavaji z casnych
vyvojovych stadii ontogeneze. Toto dokazuji i pokusy s exogenimi expresemi takovych
faktorud v riznych populacich délicich se bunék (viz. reprogramovani bunék).



Co v NICHE najdeme?

ristové faktory, proteiny extracelularni matrix, povrchy bunék / bunéény
kontakt, hypoxie, nedostatek zivin?
Podobné jako se zdaji byt SSCs tkanové/organové specificke,
budou specifickeé i jejich ,niche”.
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Jak ocekavame, ze profesionalni SSCs vypadaji
- Mély by exprimovat ,,stemness“ geny (které to ale jsou?), analogické geny s ES
bunkami nebyvaji tak silné exprimovany, jak to zname pravé u ES bunék,
pravdépodobné tu hraje svou roli pluripotence ES bunék oproti multipotenci SSCs,
kdy tzv. ,stemness* geny ES bunék jsou spiSe geny exprimované pluripotentnimi

bunkami obecne.

=> stemness geny X stemness requlace (signalni drahy/epigenetika)

- Predpokladame, ze maji vysokou hladinu inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz
(p21wafticipl  n15INK4B - 51 GINKIA = n48INK4C) => pomala proliferace / semi-quiescence.
Toto je velky rozdil k ES bunkam, které jsou take intenzivné proliferujicimi, na rozdil
somatickym kmenovym bunkam v tkanich dospélého jedince.

- Z ,extrinsic” faktora se predpoklada vyznamna uloha drah TGFp rodiny, Wnt, Notch,
a gp130, v souvislosti s vlastnostmi ,,niche* pak také signalizace pres kadheriny
a bunééné adhezivni molekuly (CAM — cell adhesion molecule) v jejichz signalizaci
jsou MAPKSs, B-catenin, NFkB,...=> klicova je rovnovaha

- Jsou obecné odolné k toxiniim (MDR - multidrug resistance proteins, ATP pumpy),

ale i k tvrdému zareni (paprsky X, y-zareni).



Populace vedlejSich bunék (SP - side population) = SP bunky

- izolovany z raznych tkani jako bunky schopné intenzivné vylucovat DNA vazajici
fluorochrom Hoechst 33342, diky tzv. proteinu rezistence k farmakim = Abcg2
(BCRP — breast cancer resistence protein; rodina ,multidrug resistance transporter

proteins“-MDR; obecné ABC (ATP binding cassette) transportery)
- pozdéji prokazan fenotyp Sca1*/lin*), byly isolovany z mnoha typut tkani i z nadorovych
(kostni dfefi, mlééné Zlazy, plice, svaly, srdce, jatra, mozek, kiz, ....
a to jak u mysi, potkana i ¢lovéka)
- Jsou detekovatelné i v nékterych nadorovych bunéénych liniich
(C6 — gliom; IMR-32, JF — neuroblastom; a ruznych gastroitestinalnich nadorovych liniich)

Pres vysSe uvedené spolec¢né znaky SP bunék,
jsou tyto bunky tkanove specifické

- SP svalll maji myogeni (Sca1*/CD45) a hematopoeticky potencial (Sca1*/CD45%)
- Hematopoetické SP jsou Sca1*/CD34*

- SP klze jsou Sca1*/K14*/K19*

- SP z mozku, ale i pankreatu (!) jsou Sca1*/nestin*



ABC transportéry — ABC transmembranové pumpy
(transmembranoveé transportéry obsahujici ATP vazajici doménu)
(ATP binding domain)

- vV rizné mire jsou pritomny v membranach vétsiny / vSech bunék
(rostlin, ZivoCichl, mikroorganismu)
- U€astni se transmembranového transportu riznych typu latek, zejména lipofilnich
- jsou rozdéleny do nékolika rodin (Clovék ma 48 znamych ABC transportéru)
— ABCA, ABCB (MDR), ABCC (MRP, CFTR), ABCD (ALD), ABCE, ABCF a ABCG
- nefunkéni ABC transportéry = poruchy metabolismu
- nékteré z nich maji velky vyznam v metabolismu / transportu farmak

A Brain Capillaries B Stem Cells C Trophoblasts

=lial endfoot

Maternal Baszolatera
Endothelium TJ side membrane




Doménové usporadani lidskych ABC transportnich proteinti.
Membranovy model proteinit ABCB1 — cely transportér,
ABCG2 - poloviéni transportér. NBD — nucleotide binding
domain, TMD - transmembrane domain (Sarkadi 2006).

ABCB-type

Substratova specifita
nékterych ABC transportéru

MDRA1 MRP1
' calcein-AM
B3 Jﬂéj':EE fluo-3-AM calcein

mitoxantrone

pheophorbide a

ABCG2




ABC transportéry vylucujici chemoterapeutické slouceniny

Transportér Alternativni jméno Lékové substraty

ABCA2 Estramustin

ABCA3 Daunorubicin

ABCBI MDR 1/p-glykoprotein Anthracykliny, etoposid, imatinib

taxanes, mitoxantron, vinca alkaloidy

ABCB4 MDR2 Paclitaxel, vinblastin

ABCBS Doxorubicin

ABCBI11 BESP Paclitaxel

ABCCl1 MRP1 Anthracykliny, etoposid, methotrexate
ABCC2 MRP2/cMOAT Cisplatin, doxorubicin, etoposid,

methotrexat, mitoxantron, vinca alkaloidy
ABCC3 MRP3 Cisplatin, doxorubicin, etoposid,

methotrexat, vinca alkaloidy

ABCC4 MRP4 Methotrexat, thiopuriny

ABCC5 MRP5 6-Mercaptopurin, 6-thioguanin

ABCC6 MRP6 Anthracykliny, etoposid, teniposid
ABCCI10 MRP7 Docetaxel, paclicate, vinca alkaloid
ABCCl11 MRPS Purine and pyrimidine nucleotide analogy

Mitoxantron, methotrexate, topetocan,

ABCG2 BCRP/MXR SN-38, imatinib, flavopiridol, anthracycliny

Raaijmakers a kol. 2007



none
a0

FTC

mouse bone
marrow

AS49

e

red fluorescence (650 LP)

blue fluorescence (450/55 nm)

Priklad detekce bunék s vysokou expresi
ABC transportérii. A549 — nadorova linie,
FTC — fumitremorgin C (inhibitor aktivity
ABC transportéra)

Model funkce ABC transportéri

Cell membrane

Calcein AM

MDR protein =~

Normal Cell MDR Cell

Esterase

g

Calcein

Calcein AM




SSC ,,mezodermalniho* ptivodu

7N

Mezenchymalni kmenové bunky Hematopoetické kmenové bunky
(MSCs - mesenchymal stem cells) (HSCs - hematopoietic stem cells)
bunky tkani mezodermainiho plvodu, krevni elementy, +

snad i krevni elementy, asi ne bunky ledvin, +

Zdrojem adultnich SSC mezodermalniho plvodu je zejména kostni dien

o e . >
__— HSCs (krev, ? jaterni buriky, kardiomyocyty, ...?)

— BMSSCs (chrupavka, kost, stroma kostni dfené, vazivo,
?svaly, nervy,...?)

MAPCs (??? pluripotent ???)

"~ Endotelialni kmenové buriky

~
~
~
w v 7
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Néco dalSiho




Adultni multipotentni progenitorové bunky —
MAPCs (multipotent adult progenitor cells)

- ,Jejich existence je velice kontroverzni”
- propagatorkou je Catherine M. Verfaillie (Jiang, 2002)

- MAPCs byly poprvé izolovany z kostni direné, pozdéji i z mozku a svalu
- na rozdil od ostatnich SSC jsou to proliferujici bunky s vysokou aktivitou telomerazy
- v kulture lidskych a krysich MAPCs nebyly nalezeny aneuploidie, u mysi ano
(u mySi Casté i pro jiné buiiky vCetné ES??7?)
- v kulture in vitro vyzaduiji ,,nizkou® denzitu (m, r 500-1000 b./cm?; h 1500-3000 b./cm?)
- velmi naro€na kultivace (fioronectin, EGF, PDGF, LIF, velké objemy pro obdrzeni
dostateCného mnozstvi bunék pro analyzu)
- in vitro davaji vznik radé typlu bunék véetné neuralnich,
Cistota diferencované kultury 70-80%
- in vivo, po injikaci do blastocysty tvori chiméry (schopné narozeni )
s chimerismem 1-40%, avSak schopnost tvorit zarode¢né bunky nebo celé embryo
(injikace do tetraploidniho trofektodermu) nebyla prokazana
- netvori teratomy

- neni jasna jejich existence in vivo
- neni znamy specificky marker



Fenotyp MAPCs

antigen exprese blizké SC
MHC-I - MSC +++

CD44 (H-CAM) +/- rtizné buriky
CD105 (endoglin) - MSC +++
CD34 (L-selectinR) - HSC +++
CDA45 (tyr. fosfataza) - HSC +++
cKit (CD117, SCFR) - HSC +++
Thy1 (CD90/CDw90) + HSC +++
AC133, / Scal*, + HSC +++
SSEA1 + MES +++

Oct4 + m+hES +++
Rex1 + mMES +++
negativni -, ne vzdy negativni ,+/-, slaba ,+“, mirna ,++°, silna ,+++*

*Scal — stem cell antigen, GPI (glykosylfosfoinositolovou) kotvou vazany
protein v cytoplasmatické membrané zejména ,velice asnych® progenitoru



40% chimerismus u mysi s ROSA26* MAPCs

Stanoveni B-galaktosidazové aktivity
na sagitarnim rezu u normalni mysi (i)
a chimerické mysi s ROSA26-MAPCs (j).

* ROSA26 mysi exprimuji ve vSech bunkach
B-galaktosidazu (transgeni mysi - GMO)

mozek

koster. sval.

jatra |

ledviny

srdce

tenké strevo

. Islezina

Jiang,2002



Mezenchymalni kmenové bunky — MSCs (mesenchymal stem cells) |

Kmenové bunky kostni diené — BMSSCs (bone marow stroma stem cells)
Kmenove bunky svalové tkané, chrupavky, kosti,

CE) Mesenchymal stem call Caplan, 2001
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- MSC Ize izolovat z mezenchymalnich tkani (kostni dren, svaly, dermis, tukova tkan,
chrupavky, kosti, ale i z krevniho obéhu (zde se nékdy oznacuji jako pericyty),
zejména vsak z kostni drene.

- Pfesny fenotyp neni znam, pracuje se se smésnou populaci bunék, ktera po indukci
prislusnymi kombinacemi ristovych faktoru je schopna dat vznik bunkam dané tkané.

- Na rozdil od MAPCs exprimuji proteiny MHC-1, a byly pripraveny protilatky (SH2, SH3
a SH4) se zvysenou afinitou k MSCs.

- S vékem jich v organismu ubyva.
- Jsou komeréné dostupné, jejich aplikace v mediciné je ve fazi klinickych zkousek.

- Pfes velkou snahu mnoha tym, pluripotence nebo transdiferenciace v burky jiného
zarodeéného listu nebyla dosud potvrzena.

Mechanismus zapojeni MSCs v regulaci homeostaze

—

— podpulrné/ristové faktory
regenerace (TROPHIC)

) MSCs ,
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Mechanismu nepfimého zapojeni MSCs (a jejich derivatii?) do procesul regenerace
jako lokalniho zdroje rustovych faktoru

MSCs as Trophic Mediators

Angiogenic (VEGF)
Anti-apoptotic
Anti-scarring

=

.""‘\ b
Trophic N =

Caplan,2006
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MSCs se aplikuji v pripadé

- infarkt myokardu

- reparace tkané menisku

- Crohnova nemoc (imunosuprese)




Kmenové bunky stroma kostni dfené — BMSSCs (bone marrow stroma stem cells)

- nejasny fenotyp, ale snadno ziskatelné ve smésnych populacich z kostni dfene, jako
bunky adherujici na plastik pro tkanové kultury (na rozdil od bunék hematopoetickych rad)

- fibroblastim podobné bunky (a) vétsi, fibroblastiim podobné a b) mensi, zfejmé
progenitory)

- MAPCs jsou nékdy oznac¢ovany jako podskupina (subset) BMSSCs
(pluri- x multipotentni???), celkové se ale prekryvaji s MSCs, obecné je mozné, ze rozdily
mezi typy jsou dany spiSe selekci, zpliisobem izolace a nasmérovanim k nékteré
diferenciaéni draze, nez skute¢nymi rozdily in vivo.

- v zavislosti na kultivaénich podminkach velmi rychle méni morfologii, coz pravdépodobné
vedlo k podezreni na jejich pluri-/multipotentni schopnosti (zejména vznik neuralnich b.)



Stromalni bunky kostni drené
~ Ipotkana

V soucCasné dobé nejsou plné objasnény vztahy/hierarchie mezi
MSCs — MAPCs — BMSSCs — (+SP) a dalSimi somatickymi kmenovymi bunkami
Je mozné, ze mnohé pozorované rozdily jsou dany postupy izolace danych bunek,
jejich kultivaci in vitro nebo pripadné i dalSimi nedostatky v pfipravé vzorku apod.




Svalové SC — kmenoveé burnky kosterni svaloviny = MuSC

- v embryogenezi somity —> myotom —> myocyt —> svalové vlakno
- v dospélosti MuSC -> satelitni buinky -> myocyt —> svalové viakno

(kostni dfer)

(povrch svalového vlakna)

- MuSC nejsou presné definované, nalezi zirejmé k uzSimu vybéru MSC

- in vivo je sval regenerovan satelithnimi bunkami, majicimi vlastnosti SC

- satelitni bunky se u mysi objevuji 17.5 dpc., s nastupem tvorby
sekundarnich svalovych fibril (13 dpc. objeveni primarnich sv. fibril)

Stem Cell, Adult
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Dale byly izolovany z adultniho

kosterniho svalu bunky CD34+/Sca1+ jako

kmenové bunky odvozené ze svalu
(MDSC - muscle derived stem cells)



Satelitni bunky kosterni svaloviny
a
jejich uloha v regeneraci svalu

M-cadherin
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Mechanismus regenerace svalového viakna
MuSC/satelitnimi bunkami (MSC)
MPC — myogeni progenitor
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Satelitni buriky
aktivované
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ich bunék
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Kmenové bunky v pupeénikové krvi (v allantois)

Pupecnikova krev obsahuje hematopoetické progenitory existujici, jako poztstatek
extraembryonalnich krevnich ostriivkl a endotelie. Diky tomu, jsou tyto bunky geneticky
shodné a fenotypové velice blizké vlastnim krevnim burikam embrya a je mozné je tak
snadno pouzit jako transplantacni stép pro z tohoto embrya vzniklého jedince. Jejich
mnozstvi Ize navic navysit indukci jejich proliferace koktejlem pro-hematopoetickych
cytokinu.

V soucasnosti bylo publikovano, ze pupecnikova krev mtize byt také zdrojem
mesenchymalnich bunék, snad podobné MSCs i s jejich potenci. Tyto vysledky je vSak
treba jesté dikladné ovérit.
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| Endotel |

- jednovrstevny dlazdicovity epitel tvofeny endotelovymi bunkami adherovanymi
k bazalni membrané

- tvofi vystelku cév pripadné cévy samotné (mikrokapilary)

- v pfipadé cév jsou z druhé strany bazalni membrany bunky hladké svaloviny
a podle typu organu také mnozstvi pericytd (viz. mesenchym), pericyty jsou
i v mikrokapilarach

- endotel je prostupny pro pericyty, monocyty/makrofagy, leukocyty a lymfocyty

- endotel je také vyznamnym zdrojem mnoha ristovych faktora, diky tomu hraje
vyznamnou ulohu v homeostazi dané tkané

- obnova endotelu probiha z endotelovych progenitori (kmenovych bunék?),
které jsou vmezereny mezi endoteliemi, pripadné plavou v krevnim rec¢isti.

- nékteré prace ukazuji na spole¢ného predchtidse endotelii a HSCs
(CD31*- — PECAM1 (Platelet endothelia cell adhesion molecule 1), CD34*, CD45*)
pripadné také na schopnost vzajemné transdiferenciace téchto dvou bunécénych
populaci. Adultni progenitory pro hematopoézu a endotelie byly isolovany
z krve a kostni drené s fenotypem CD34+, Flk-1+, AC133. Podobné bylo
prokazan spolec¢ny progenitor v pritbéhu embryogeneze pro endotelie
a bunky hladké svaloviny. Jestli takovy progenitor existuje i v dospélosti neni

dosud znamo.
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Srdce, srdecni sval a jeho regenerace

Kardiomyocyty + Endotelie + specializované svalové bunky Hisova svazku
a Purkynovych viaken + SP apod.?? + vazivo (fibroblasty)?

Srdeéni sval mize mohutnét zejména hypertrofii svych bunék, ne jejich namnozenim,
a tak moznosti autonomni regenerace po poskozeni jako je infarkt myokardu, ischemie
apod.., jsou znacné omezené. Proto jsme se domnivali, ze myokard neobsahuje
zasobu progenitori k reparaci. Navic se vyraznéjsi déleni kardiomyocytu zastavi Casné
po narozeni, stanou se senescentnimi a jejich pocet se béhem zivota jiz za normalnich
okolnosti zasadné nezvétsuje.

Nékteré recentni prace vsak ukazuiji, ze i u srdce miizeme predpokladat jisté
regeneracni schopnosti, a to bud’ diky zbytkovym progenitoriim nebo schopnosti
(nékterych?) kardyomyocytt proliferovat v odpovéd na poskozeni.

Byla také prokazana schopnost regenerace srdce cirkulujicimi progenitory,
jak ukazuji sex-mix transplantace srdce. Analyza distribuce X chromosomu ukazala,
ze se pravdépodobné nejedna o fiizi bunék, ale o diferenciaci progenitort (SCs ?),
presto jiné prace prokazali jen fuzi mezi bunkami.

- vyuziti transplantatl napf v podobé kardiomyocytl ziskanych z ES bunék je zda se
komplikovanou jinou synchronizaci tepu.



Tyto regenerujici bunky jsou pravdépodobné SP a c-kit+ bunky kostni dréné
(MSCs?)", i po injikaci, se prednostné usazuji napf. v misté ohranicujicim infarkt2).
Mechanismus regenerace srde€niho svalu nemusi vSak byt spojen pfimo s
diferenciaci téchto zde se akumulujicich bunék, ale mize byt vyvolany také ristovymi
faktory, které tyto bunky produkuji (viz. MSCs) a tak stimuluji bud’ samotné
kardiomyocyty, nebo a to spiSe endotelové bunky vystylajici mistni cévy. Endotel
snad sam o sobé ma regeneracni schopnosti pro nékteré tkané?. Neni vS§ak dosud
jasné zda tento regeneracéni (transdiferenciaéni ?) potencial maji samotné endotelie
nebo dalsi typy bunék nachazejici se v pfimém kontaktu s endotelem (SP bunky,
MSCs?, fibroblasty).

' MSCs, SP buriky, BMSSCs, MAPCs, se "v malém mnozstvi vyskytuji i v krevnim
recisti. V navaznosti na pozkozeni organismu, podle nékterych teorii, se pocty téchto
bunék v krvi zvétsuiji.

2) ,Signal poskozené tkané“. Cirkulujici (i napr MSCs / BMSSCs) progenitorové

a kmenové buniky maji tendence (zfejmé podobné jako buriky imunitniho systému)
akumulovat se v poskozené tkani. Podstata tohoto signalu neni presné znama.
Ziejmé je vSak podobného charakteru jako zname z imunitnich reakci a z procesu
regenerace (chemoatraktanty — chemotaxe, pathotaxe)

3) Je podezieni, ze endotel mize davat vznik hematopoetickym progenitoriim (viz.
napr. hematopoéza v sténé dorsalni aorty (AGM) embrya a extraembryonalni prvotni krevni
ostrivky prabéhu embryonalniho vyvoje atd..




Hypotetické moznosti regenerace srde€niho svalu

Progenitory ,,kmenové bunky*
z krevniho obéhu

Spici progenitory
kardiomyocytl (SCs?)

Proliferace kardiomyocytu

Detekce bunék v srdec¢ni svaloviné exprimujicich

c-kit (zelena) MDR1 (rtizovo-fialova) Scal(zluta)
von Willebrandv faktor (bila)




Kostra - skelet

chrupavka (chondrocyty) + kost (osteoblasty a osteoklasty)
- vyvoj kongéi v puberté
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fenotyp chondrocytt v pribéhu jejich diferenciace
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rustova zona lhh — Indian hedgehog
PTHrP — od parathyroidniho hormonu
odvozeny peptid (PTH-related peptide)
kolagen |X Fgfr3 — receptor 3 pro FGFs

* Sox9 aktivuje expresi kolagenu typu Il, IX, Xl
Sox9 -/-, nevznikaji chondrocyty



| Ledviny |

- velice mala schopnost regenerace

- slozity vyvoj, ruzna regulace a odliSné typy bunék mezi pronefros,
mesonefros a metanefros

- multipotentni bunky, kultivovatelné in vitro a integrujici se v riiznych
oblastech ledviny objeveny ve sténé renalnich papil (Oliver 2004)

- klicové geny pro vznik ledvin: lim1 (homeoboxovy gen); transkrip€ni faktory
Pax2, Pax8

- geny kliCové pro regulerni vyvoj ledvin: Wnt4, BMP7; transkrip€ni faktor
FoxD1, pod-1; PDFG/PDGFR
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Jatra a pankreas
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Béhem embryogeneze vznikaji jatra a pankreat ze spole€ného progenitoru bunky.
Pritomnost takové burnky v dospélém organismu, vSak nebyly dosud prokazana.



Jatra - Hepar

a) vlastni jaterni buniky
hepatocyty (albunim), ovalné bunky (vlastni jaterni kmenové bunky, c-kit, SCF, Thy1
albumin / CK19), epitelialni buriky zluéovodu (CK19), hvézdicovité buriky

b) dalSi typy bunék v jatrech
endotelie, krevni elementy, Kupferovy burky, SP buriky,..

Jaterni tkan bézné regeneruje proliferaci vlastnich hepatocytt (hepatotektomie),
pripadné proliferaci a diferenciaci ovalnych bunék (otravy, pozkozeni chemikaliemi).
Jednotlivé typy bunék jsou preferovany podle typu pozkozeni. Hlavni, proliferaci
indukujici faktor je HGF (hepatocyte growth factor), na celkové regulaci

regenerace se pak podileji i IL-6 (interleukin 6), TNFa (tumor necrosis factor o),
TGFa (transforming growth factor o), EGF (epidermal growth factor)

- regenerace jater HSCs: c-kit+++, Thy+--, Lin-, Sca1+ (fenotyp KTLS)
z kostni diené tvori po transplantaci do jaterni tkané, zda se funkéni hepatocyty

- regenerace jater MAPCs a BMSSCs: MAPCs se usazuji v jatrech (chiméry
i transpalntace) a i in vitro davaji vznik hepatocytu (?!). BMSSCs, se usazuji v
jatrech, ale zda se, ze zejména fuzuji s tamnimi hepatocyty (Casté karyotypy
pfi sex-mix transplantacich jsou XXXY a XXXXYY). PIna funkénost téchto MAPCs
a BMSSCs derivatil vSak zatim nebyla prokazana.



Model zapojeni se HSCs / hematopoetickych progenitort
Vv regeneraci jater

BUNE MARRUW

r o HSC -
A \>-// [bone marrow] (s 2o
B | . !@ HSC

L . -
] m |
[ 8 | — s
\ 2 /7 Hematopoiesis
., : o
=3 Ao
& fé*“ 2 LIVER
/ 3 g
- .
s~ Intrahapatic stem cell N \\
I:H ;1/:- [Canal of Hering] @J / f “‘ ) Intrahepatic stem cell
\
|

/ 'DC |

o_
0
g

v ~ //”
A Oval cell .-/I ./"'/ =0 Cwal cell
|\b:_§ ortal zone of hepatic lobula] IV’E l\@ﬂ___{i} - f
B SRE [N AR, P %
oc \, oC [ C / oc “.oc
/;' |
§ \\ e e p
5 T "
= ‘.. . | .
Y ' > 1
q © BEP g © Ul
Ay (L \ T\ J oL —
“\ - w P N 5~ \
\ e _/ll L) \ ':f'_ i~
"@5 — = h Hepatocyte Bile duct epithelial cell
Hapatocyte Bile duct epithelial cell B T /

ocC — regenerace z ovalnych bunek
nt — normalni obnova jaterni tkané
pt — obnova jaterni tkané po odstranéni jeji Casti



Pankreas

a) exokrinni bunky (travici enzymy) a epitelialni bunky tvorici kanalky
pro odvod téchto enzymu do dvanactniku

b) endokrinni bunky a (glukagon), B (insulin), 8 (somatostatin) a pp-bunky
(pankreaticky polypeptid)

- prekurzor pankreatu (embryonalni) exprimuje transkrip¢ni faktor ,,pdx7*

- posledni studie ukazuji, ze B buriky se neobnovuji z kmenovych bunék,
ale svou vlastni pomalou proliferaci. Exprimuji insulin, Pax6, HNF3p,..

- endokrinni bunky maji velice podobny

vyvojovy program jako bunky neuralni islet
(NeuroD, is11, Nkx2.2, Nkx6.2,...) rozdil e,
je zejména v insulinu a pdx1 w
- epitelialni bunky kanalkl se sebeobnovuji T
podobné také exokrinni buriky acint B bunky
- SCs pankreatu nebyly dosud objeveny o U B -

- diferenciace BMSSCs (?) do 3 bunék byla s
jednou prokazana, ale nezopakovana

- bunky pankreatu mohou tvofrit hepatocyty / /
u ¢lovéka spontalné (in vivo), u potkana
to Ize navodit experimentalné, opacéné /
to nefunguje, avSak exogenni exprese
pdx1 v hepatocytech z nich déla bunky pancreatic epithelium

exprimujici insulin a znaky exokrinnich
bunék, podobné i u bunék embryonalniho

epitelu streva



