Somatické kmenové bunky - SSCs
(Somatic stem cells)

- Podileji se na regeneraci tkani, orgdnt a homeostdzi obecné

- Mnohé jsou minimadlné multipotentni

- Kromé profesiondlnich SSC, existuje i nékolik fakultativnich typ
- Pripadna pluripotence nebyla dosud prokdzdna

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

Lze je kultivovat in vitro ?

Kde se nachdzeji?

Jsou nesmrtelné?

JExistuji?"
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Odhad generacnich cykli od kmenové bunky po funkéni / terminalné diferencovanou
buriku pro rizné typy tkani u mysi
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NICHE a jak byt profesiondini kmenovou burikou

Stejné jako je v soucCasnosti obtizné fyzicky uchopit jednotlivou SSC je velice tézke
poznat, jak vypada a jaké vlastnosti ma prostredi, kde se SSCs nachdzi = niche.
Profesiondlni SSCs maji tzv. nezraly fenotyp, tj. pripominaji buriky znacné casnych
vyvojovych stadii (z hlediska vyvoje organismu / ontogeneze). Predpokldda se, Ze

v zdvislosti na potfebdch organismu bud’ vibec neproliferuji nebo jen pomalu. Intenzivnéjsi
proliferace se predpoklada v odpovéd’ na poranéni dané tkané pripadné jeji jinou
nedostatecnost. Tato proliferace, v odpovéd' na poranéni, je /n vivo u nékterych tkani,
napr. nervové, znacné nedostatecnd a tkan ma tak velice malou schopnost regenerace,

na rozdil napF. od epiteli. Pro mES je ,niche" feeder + LIF + nedefinované faktory séra
(BMP neni plné dostatecné z dlouhodobého hlediska). Je to jediny ,dokonaly" niche ktery
umime navodit v /n vitro podminkach, paradoxné u kmenovych bunék, které prirozené
neexistuji. In vitro, vSak pri vhodné manipulaci a za dodrzeni vyse uvedenych podminek
mES predstavuji nejhomogenéjsi a ve vlastnostech i nejstadlejsi populaci kmenovych bunék.
Zanik niche = zdnik/diferenciace kmenové buriky. Opacny proces, navozeni niche (kdyby
jsme ho znali) kolem progenitoru nebo terminalné diferencované buriky nevede ke vzniku
buriky kmenové (analogicky k pokusiim s ES a dal§imi o SSCs ,obohacenymi® populacemi
SSCs. Je to pravdépodobné v diisledku ireverzibilné (z pohledu moZnosti extraceluldrniho
plsobeni) zménénych regulaci ,intrinsic" faktorl, které si SSCs zachovavaji z Easnych
vyvojovych stddii ontogeneze. Toto dokazuji i pokusy s exogenimi expresemi takovych
faktorid v raznych populacich délicich se bunék (viz. reprogramovani bunék).



V soucasné dobé problém ,niche" pro kultivaci kmenovych bunék /n vitro

dspésné resi kultivace ve formé tzv. organoidu

Mammary o Tongue
gland > organoid
organoid ‘

Liver & Lung
organoid ® _ organoid
[Pancreas Stomach]
organoid organoid

Gut
organoid

Huch & Koo 2015







Jak ocekdvame, Ze profesiondlni SSCs vypadaji

- Mély by exprimovat ,stemness” geny (které to ale jsou?), analogické geny s ES
bunkami nebyvaji tak silné exprimovany, jak to zndme 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
burikami obecné - vyvojové specifické geny (viz pfedchozi pFedndsky).

=> Vyvojové specifické geny a regulace (signdlni dréhy/epigenetika) = STEMNESS

- Predpokldddme, Ze maji vysokou hladinu inhibitort cyklin-dependentnich kindz
(p21wefi/cipl  p]1BINKIB = n1GINKAA ~p]18INKAC) =5 pomala proliferace / semi-quiescence.
Toto je velky rozdil k ES burikam, které jsou intenzivné proliferujicimi, na rozdil
od somatickym kmenovym burikém v tkdnich dospélého jedince.

- Z ,extrinsic" faktort se predpoklada vyznamna dloha drah TGFb rodiny, Wnt, Notch,
a gp130, v souvislosti s vlastnostmi ,niche™ pak také signalizace pres kadheriny
a bunécné adhezivni molekuly (CAM - cell adhesion molecule) v jejichZ signalizaci
jsou MAPKs, B-catenin, NFkB,..=> klicova je rovnovdha

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

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



Existuji geny kmenovosti,
tzv. ,stemness geny" ?

Vyvojové specifické geny
=> potencidl bunék

+

Prislusné signalni drahy, specificky patern jejich aktivit

=> regulace diferenciace, proliferace, sebeobnovy

Pro urceni kmenové bunky je klicova
funkce/potencial nad fenotypem!



ADULTNI x EMBRYONALNI
somatické kmenové buriky

Embryonadlni somatické kmenové buriky

- BEhem embryogeneze ddvaji vznik tkdnim a orgdntim

- Pripadna pluripotence nebyla dosud prokdzdna (NSC?!?)

- Lze je izolovat a mnozit /n vitro (neni vzdy jasné jak dlouho)
- Pravdépodobné jsou schopné transdiferenciace (?)

- Tvori solidni nddory (moznd i teratomy?!?) po injikaci do imunitné
tolerantniho organism? (vdechny ??) - zdd se Ze nel!

- V €asnych stddiich vyvoje intenzivné proliferuji, tato proliferace s
vyvojem ustdvd, adultni/dospélé jsou .spise" quiescentni

- ACkoliv jsou embryondlni somatické kmenové buriky v mnoha ohledech
podobné somatickym kmenovym burikdm z dospélého organismu
(mnohé znaky, podminky kultivace a izolace), je jiz jasné, Ze stejné
nejsou.



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

- izolovany z riznych tkani jako buriky schopné intenzivné vyluéovat 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 prokdzan fenotyp Scal*/lin*---), byly isolovany z mnoha typt tkani i z nadorovych
(kostni dreri, mlééné zlazy, plice, svaly, srdce, jatra, mozek, kize, ....
a to jak u mysi, potkana i ¢lovéka)
- Jsou detekovatelné i v nékterych nddorovych bunécnych liniich v kulturach in vitro
(C6 - gliom; IMR-32, JF - neuroblastom; a riznych gastroitestindlnich nddorovych liniich)

Pres vySe uvedené spolecné znaky SP bunék,
jsou tyto buriky tkanové specifické

SP svali maji myogeni (Scal*/CD45-) a hematopoeticky potencidl (Scal*/CD45*)
Hematopoetické SP jsou Scal*/CD34* nebo (?) CD34-

SP kiZe jsou Scal*/K14+/K19*

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



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

- V riizné mire jsou pritomny v membranach vétsiny / vSech bunék
(rostlin, ZivoCichd, mikroorganismu)
- u€astni se transmembranového transportu riznych typt 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 (BCRP)
- nefunkéni ABC transportéry = poruchy metabolismu
- nékteré z nich maji velky vyznam v metabolismu / transportu farmak

A Brain Capillaries B Stem Cells C Trophoblasts

Glial endfoot

Maternal Basclateral
Endothelium TJ side membrane




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

ABCB-type

Substratova specifita
nékterych ABC transportért

MDR1 MRP1
‘. calcein-AM
] BOJ%_\;ER fluo-3-AM calcein
rhod 123 pot.sens.dyes  GS-N-PM

mitoxantrone

Hoechst

pheophorbide a

ABCG2




ABC transportéry vylucujici chemoterapeutické slouceniny

Transportér Alternativni jméno Lékové substraty

ABCA2 Estramustin

ABCA3 Daunorubicin

ABCB1 MDR1/p-glykoprotein Anthracykliny, etoposid, imatinib
taxanes, mitoxantron, vinca alkaloidy

ABCB4 MDR2 Paclitaxel, vinblastin

ABCB5 Doxorubicin

ABCB11 BESP Paclitaxel

ABCC1 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 MRPS 6-Mercaptopurin, 6-thioguanin

ABCC6 MRP6 Anthracykliny, etoposid, teniposid

ABCC10 MRP7 Docetaxel, paclicate, vinca alkaloid

ABCC11 MRP8 Purine and pyrimidine nucleotide analogy
Mitoxantron, methotrexate, topetocan,

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

Raaijmakers a kol

. 2007



mouse bone
Marrow

FTC

red fluorescence (850 LP)

blue fluorescence (450/55 nm)

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

Model funkce ABC transportéru
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Adultni multipotentni progenitorové burnky - MAPCs
(multipotent adult progenitor cells)

+

: , I o~y . . | - .Jejich existence je velice
Velmi malé embryonalnim bunkam podobné kmenoveé Kortroverzni®

buriky (very small embryonic-like stem cells - - propagdtofi:
VSELSC) Catherine M. Verfaillie

+ M.Z. Ratajczak

- MAPCs byly poprvé izolovany z kostni drené, pozdéji i z mozku a svali
- na rozdil od ostatnich SSC jsou to proliferujici buriky s vysokou aktivitou telomerdzy
- v kulture lidskych a krysich MAPCs nebyly nalezeny aneuploidie, u mysi ano
(u mysi Casté i pro jiné buriky véetné ES???)
- v kulture /n vitro vyzaduji ,nizkou" denzitu (m, r 500-1000 b./cm?; h 1500-3000 b./cm?)
- velmi ndrocna kultivace (fibronectin, EGF, PDGF, LIF, velké objemy pro obdrZeni
dostatecného mnozstvi bunék pro analyzu)
- in vitro ddvaji vznik radé typu bunék véetné neurdlnich,
Cistota diferencované kultury 70-80%
- in vivo, po injikaci do blastocysty tvori chiméry (schopné narozeni )
s chimerismem 1-40%, avsak schopnost tvorit zarodecné burnky nebo celé embryo
(injikace do tetraploidniho trofektodermu) nebyla prokdzana
- netvori teratomy

- neni jasna jejich existence /in vivo
- neni znédmy specificky marker



Fenotyp MAPCs

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

CD44 (H-CAM) +/- rizné bunky
CD105 (endoglin) - MSC +++
CD34 (L-selectinR) - HSC +++
CD45 (tyr. fosfataza) - HSC +++
cKit (CD117, SCFR) - HSC +++
Thy1 (CD90/CDw90) + HSC +++
AC133, / Scal*, + HSC +++
SSEA1 Tm MES +++

Oct4 + m+hES +++
Rex1 +m MES +++

negativni ,-“, ne vzdy negativni ,+/-, slaba ,+“, mirna ,++°, silng ,+++*

*Scal — stem cell antigen, GPI (glykosylfosfoinositolovou) kotvou vazany
protein v cytoplasmatické membrané zejména ,velice Casnych® 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 ()).
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* ROSA26 mysi exprimuji ve vSech bunkach
B-galaktosidazu (transgeni mysSi - GMO)
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Jiang,2002



|SSC ,mezodermalniho*“ puvodu

e

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

snad i krevni elementy, asi ne bunky ledvin, +

Zdrojem adultnich SSC mezodermalniho plivodu je zejména kostni dren
dale pak dalSi mezoderm. tkané (chrupavka, tukova t. svalova t.,..)

- —_— : -
__— HSCs (krev, ? jaterni bunky, kardiomyocyty, ...7?)

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

MAPCs / VSELSC (??? pluripotent 2??)

" Endotelialni kmenové buriky
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Mezenchymalni kmenové bunky — MSCs (mesenchymal stem cells) |

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

CE:) Mesenchyrmal stem call

M3C proliferation
CE)A <D Caplan, 2001
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- MSC lze izolovat z mezenchymalnich tkani (kostni dren, svaly, dermis, tukova tkan,
chrupavky, kosti, ale i z krevniho obéhu (zde se nékdy oznacuji jako pericyty),
zejmeéna vSak z kostni drené (?).

- Presny fenotyp neni znam, pracuje se se smésnou populaci bunék, ktera po indukci
prisluSnymi kombinacemi rlstovych faktori je schopna dat vznik bufikdm 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 komercné dostupné, jejich aplikace v mediciné je ve fazi klinickych zkousek.

- Pres velkou snahu mnoha tymi, pluripotence nebo transdiferenciace v buriky jiného
zarodecného listu nebyla dosud dostatecné vérohodné potvrzena (neuro, kardio,..).



Kmenové buriky stroma kostni drené - BMSSCs (bone marrow stroma stem cells)

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

- potencidl: osteoblasty, chondrocyty, mesenchymalni, fibroblasty, myocyty (srdécni? Nel)
- indukce in vitro kokultivaci s cilovou tkani, kultivace v tkanové specifickych médiich

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

- MAPCs jsou nekdy oznacovany jako podskupina (subset) BMSSCs
(pluri- x multipotentni???), celkové se ale prekryvaji s MSCs, obecné je mozné,
Ze rozdily mezi typy jsou dany spiSe selekci, zplisobem izolace a nasmérovanim
k nékteré diferenciacni draze, nez skutecnymi rozdily /n vivo.

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

- velka schopnost flzovat mezi sebou i s ostatnimi burikami -> falesné vysledky
- vznik heterokaryonu, ale i polyploidie, vznik heterokaryonu prokazan
po transplantaci i /n vivo.



BM-MSC AD-MSC

BM-MNC

.............. Markers v CD117 | -
____________ CD29 | CD31 | CD34 | CD45 | CDY90 | CD105 _ CD133
Cell Types .. (c-kit)
cDC 99.98% | 0.62% | 1.00% | 0.45% | 18.40% | 99.89% | 7.04% | 0.99%
BM-MSC | 99.95% | 0.74% | 1.23% | 0.54% | 99.0% | 99.37% | 5.60% | 1.24%
AD-MSC | 99:63% | 0.54% | 0.11% | 0.15% | 84.79% | 99.68% | 10.44% | 2.17%
BM-MNC |9454% | 19.88% | 3.76% | 74.72% | 421% | 2454% | 3.713% | 2.17%

Morphology and Phenotype Characterization

(A) Representative images of cardiosphere-derived cells (CDCs), bone marrow—-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs), adipose tissue-derived mesenchymal stem
cells (AD-MSCs), and bone mamow-derived mononuclear cells (BM-MNCs) after 3 days in culture under 20% O,. CDCs, BM-MSCs, and AD-MSCs demonstrated adherent
growth and stromal {mesenchymal) cell-like morphology; BM-MNCs have smaller size and round shape. (B) Expression profile of CD29, CD31, CD34, CD45, CD90,

CD117 (ckit), and CD133 in CDCs, BM-MSCs, AD-MSCs, and BM-MNCs. Bar = 50 pum.

Li T.-S. et al., 2012

CD29 - Integrin bl; CD31 — PECAM1; CD34 — mucisialin, receptor, adhese (hemato progenitor); CD45 — tyrosin fosfatasa (leukocyty);
CD90 — Thy1 (thymocyty); CD105 — Endoglin, ligand TGFb, adhese; CD117 — receptor pro SCF/c-kitL; CD133 — prominin (prognitory)



Mechanismus zapojeni MSCs v requlaci homeostdze
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Mechanismu neprimého zapojeni MSCs (a jejich derivatt?) do procest regenerace
jako lokdlniho zdroje ristovych faktord

MSCs as Trophic Mediators
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MSCs se aplikuji v pripadé

- infarkt myokardu

reparace tkané menisku
regenerace chrupavky
Crohnova nemoc (imunosuprese)

DalsSi zajimavé aplikace

- potlaceni reakce Stépu proti
hostiteli

- Potlaceni imunitni reakce pri
transplantacich obecné



Stromadlni bunky kostni drené
| potkana

V sou€asné dobé nejsou plné objasnény vztahy/hierarchie mezi
MSCs - MAPCs - BMSSCs - (+ nékteré SP) a pripadné dalSimi somatickymi
kmenovymi burikami, stejné jako rozdilnost MSCs z rliznych tkdni.
Je mozné, Ze mnohé pozorované rozdily jsou dany postupy izolace danych bunék,
jejich kultivaci /n vitro nebo pripadné i dal§imi nedostatky v pripravé vzorkd apod.




Kmenové buriky v pupecnikové krvi (v allantois)

Pupeénikova krev obsahuje hematopoetické progenitory existujici, jako pozistatek
extraembryondlnich krevnich ostrivki a endotelie. Diky tomu, jsou tyto buriky geneticky
shodné a fenotypové velice blizké vlastnim krevnim burikém 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
cytokind.

V souéasnosti bylo publikovédno, Ze pupeénikova krev miZe byt také zdrojem

mesenchymadlnich bunék, snad podobné MSCs i s jejich potenci. Tyto vysledky je vsak
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ISvanvé SC - kmenové burky kosterni svaloviny = MuSC, satelitni burky I

- v embryogenezi somity —> myotom —> myocyt —> svalové vlakno
- v dospélosti MuSC -> satelitni bunnky -> myocyt —> svalové vlakno
(kostni dren) (povrch svalového viakna)
- (MuSC nejsou dosud presné definované, nalezi snad k uzSimu vybéru MSC?)
- in vivo je sval regenerovan satelitnimi burikami, 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 Puvod satelitnich bunék
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Myogenm Dale byly izolovany z adultniho
kosterniho svalu bunky CD34+/Sca1+ jako
S — - kmenové bunky odvozené ze svalu
(MDSC - muscle derived stem cells)




Pivod MuSC/satelitnich bunék

a Before birth
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Precursor muscle cells
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b After birth
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Mechanismus regenerace svalového viakna
MuSC/satelitnimi bunkami (MSC)
MPC — myogeni progenitor
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Satelitni bunky
aktivované
+++

ich bunék

Satelitni bunky spici
(quiescentni

telitnich bunék

uze sa

o

Mechanismus regenerace svalového
vlidkna satelitnimi burikami.

<+— Aktivace satelitnich bunék (IGF 1,2, HGF,..)

<+—= Regenerace svalového vlakna

| .

spici, Casné?

Satelitni bunky
(quiescentni

Myf-5
MyoD*
* Overexprese MyoD u fibroblastu je diferencuje do myogen

marker
Pax-7
cMet (HGFR)
m-cadherin
CD34 (L-selectinR)
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| Endotel |

- jednovrstevny dlazdicovity epitel tvoreny endotelovymi burikami adherovanymi
k bazdlni membrané

- tvori vystelku cév pripadné cévy samotné (mikrokapildry)

- v pripadé cév jsou z druhé strany bazdlni membrany burky hladké svaloviny
a podle typu orgdnu také mnoZstvi pericytu (viz. mesenchym, podplrné buriky),
pericyty jsou i v mikrokapilarach

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

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

- obnova endotelu probihd z endotelovych progenitori (kmenovych bunék?),
které jsou vmezereny mezi endoteliemi, pripadné plavou v krevnim recisti a jsou pritomny
v kostni dreni.

- nékteré prace ukazuji na spoleéného predchidse endotelii a HSCs
(CD31+/- - PECAMI1 (Platelet endothelia cell adhesion molecule 1), CD34*, CD45*)
pripadné také na schopnost vzajemné transdiferenciace téchto dvou bunécnych populaci.
Adultni progenitory pro hematopoézu a endotelie byly isolovany z krve a kostni drené
s fenotypem CD34+, Flk-1+, AC133. Podobné bylo prokazan spoleény progenitor v pribéhu
embryogeneze pro endotelie a buriky hladké svaloviny. Jestli takovy progenitor existuje

i v dospélosti neni dosud znamo.



‘ Expanse endotelu

Bone Marrow

Impaired EPC mobilisation/generation
l Pro-angiogenic factors

Oestrogen
NO bioavailability

Oxidative Stress
Inflammation

Ang Il

ox-LDL

Telomere shortening

Impaired function /
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T EPC Senescence

Impaired EPC migration and homing
to sites of vascular injury
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Srdce, srdecni sval a jeho regenerace

Proliferace kardiomyocytu
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Figure 1 Two views of myocardial cell homeostasis. (A) Prevalent view of
cardiac cellular homeostasis, where renewal and cardiac stem and progenitor
cells (CSCs) are ignored. (B) New view of the myocardium, incorporating the

existence and role of the CSCs.




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

Srdeéni sval miZe mohutnét zejména hypertrofii svych bunék, ne jejich namnoZenim,
a tak moZnosti autonomni regenerace po posSkozeni jako je infarkt myokardu, ischemie
apod.., jsou znacné omezené. Proto jsme se domnivali, Ze myokard neobsahuje
zdasobu progenitori k reparaci. Navic se déleni pre-kardiomyocyti zastavi v pribéhu
embryogeneze, stanou se senescentnimi a jejich pocet se béhem Zivota jiz za
normdlnich okolnosti zdsadné nezvétsuje.

Nékteré recentni prace vSak ukazuji, Ze i u srdce miZzeme predpokladat jisté
regeneraéni schopnosti, a to diky zbytkovym progenitorim kardyomyocyti schopnym
Proliferovat v odpovéd' na poskozeni (v souCasnosti ale nejasné = nebylo prokazanol).

Je také poukazovano na schopnost regenerace srdce cirkulujicimi progenitory,
jak ukazuji sex-mix transplantace srdce. Analyza distribuce X chromosomu ukadzala,
Ze se pravdépodobné nejedna o flzi bunék, ale o diferenciaci progenitori (SCs ?),
presto jiné prdce prokdzali jen fizi mezi burikami.



Tyto podptrné buriky jsou pravdépodobné SP a c-kit+ buriky kostni dréné
(MSCs?)Y), i po injikaci, se prednostné usazuji napr. v misté ohranicujicim infarkt?).
Mechanismus regenerace srdecniho svalu neni vSak spojen primo s diferenciaci
téchto zde se akumulujicich bunék, ale je vyvolany riistovymi faktory, které tyto
bunky produkuji (viz. MSCs) a tak stimuluji bud’ samotné kardiomyocyty, nebo a to
spiSe endotelové buriky vystylajici mistni cévy. Endotel snad sdm o sobé ma
regeneracni schopnosti pro nékteré tkané3). Neni vSak dosud jasné zda tento
regeneracni (tfransdiferenciacni ?) potencial maji samotné endotelie nebo dalSi typy
bunék nachdzejici se v primém kontaktu s endotelem (SP burky, MSCs?,
fibroblasty).

1) MSCs, SP bunky, BMSSCs, MAPCs, se “v malém mnoZstvi vyskytuji i v krevnim
recCisti. V ndvaznosti na poZkozeni organismu, podle nékterych teorii, se pocty téchto
bunék v krvi zvétsuji.

2) ,Signal posSkozené tkane". Cirkulujici (i napr MSCs / BMSSCs) progenitorové

a kmenové buriky maji tendence (zr'ejmé podobné jako buriky imunitniho systému)
akumulovat se v poskozené tkani. Podstata tohoto signdlu neni presné zndma.
Zrejmé je vSak podobného charakteru jako zndme z imunitnich reakci a z procest
regenerace (chemoatraktanty - chemotaxe, pathotaxe)

3) Je podezreni, Ze endotel miize ddvat vznik hematopoetickym progenitorim (viz.
napr. hematopoéza v sténé dorsalni aorty (AGM) embrya a extraembryondlni prvotni krevni
ostriivky pribéhu embryondlniho vyvoje atd..
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Skutecné existuji kardiomyogenni progenitory nebo CardSC?

(Torella, et al., 2006)

Table 1 The four types of resident cardiac stem and progenitor cells identified so far and their salient

characteristics.

Characteristic Type of cell

c-kit Sca-1 MDR-1 Isl-1
Cardiac-differentiation Yes = Yes— oo Yes Yes
Self-renewal Yes Yes Yes Yes
Clonogenic Yes Yes Yes Not known
Multipotent Yes Yes Yes Not known
Cardiosphere® formation Yes Yes Yes Not known
Present in adult/fetus Both Both Both Fetus to adult
References 13, 16 23, 24 25 11

and unpublished

and unpublished

and unpublished

apseudo-embryold bodies (a marker of multipotency) when cells are grown in suspension.

*V soucCasnosti se predpoklada, ze jde jen of sferoidy tvorené MSC/fibroblasty.

CardSC - cardiomyogenic stem cell)




Hypotetické mozZnosti regenerace srdecniho svalu

Progenitory ,kmenové bunky"
z krevniho obéhu (MSC ?) - jen podpora, ne regenerace!

Spici progenitory
Kardiomyocyti a CaSC - ne!

(Proliferace kardiomyocyti - spiSe nel)




Kmenové bunky myokardu - nova nadgje
Arteficialni, sekundarny kmenové buriky odpovidajici fenotypem bunkam

kardiogenniho mezodermu

Reprogramming to CM lineage
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Kardiomyogeneze
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Kostra - skelet

chrupavka (chondrocyty) + kost (osteoblasty a osteoklasty)
- vyvoj konci v puberté

chondrocyty MESODERM
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Fenotyp chondrocyti v pribéhu jejich diferenciace

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



I Ledviny I

- velice mala schopnost regenerace

- slozity vyvoj, rizna 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 protein); transkripéni faktory
Pax2, Pax8

- geny klicoveé pro regulerni vyvoj ledvin: Wnt4, BMP7; transkrip€ni faktor
FoxD1, pod-1; PDFG/PDGFR |
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| SSC ,,entodermalniho“ puvodu |

|Jétra a pankreas |

Embryo
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A < ke
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Hepatocyte) / Bile duct Endocrine Exocrine
epithelial cell cells cells

Béhem embryogeneze vznikaji jatra a pankreat ze spolecného progenitoru/kmenové buriky.
Pritomnost takové burky v dospélém organismu, vSak nebyla dosud prokdzana.



a) vlastni jaterni bunky

hepatocyty (albunim), ovdlné bunky (vlastni jaterni kmenové bunky, c-kit,
SCF, Thyl, albumin / CK19), epitelialni bunky Zlucovodu (CK19),
hvézdicovité bunky

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

Jaterni tkan bézné regeneruje proliferaci vlastnich hepatocytt (hepatotektomie),
pripadné proliferaci a diferenciaci ovdlnych bunék (otravy, chemické pozkozent).
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 a),
T6Fa (transforming growth factor a), EGF (epidermal growth factor)

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

- regenerace jater MAPCs a BMSSCs: MAPCs se usazuji v jatrech (chiméry
i transpalntace) a i /n vitro davaji vznik hepatocyti (?1). BMSSCs, se usazuji v
jatrech, ale zda se, Ze zejména flzuji s tamnimi hepatocyty (Casté karyotypy
pri sex-mix transplantacich jsou XXXY a XXXXYY). PIna funkcnost téchto MAPCs
a BMSSCs derivati vSak zatim nebyla prokazana.



Model zapojeni se HSCs / hematopoetickych progenitort
V regeneraci jater
(neni jasné prokazano)
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a) exokrinni burky (trdvici enzymy) a epitelialni bunky tvorici kandlky Pankreas
pro odvod téchto enzymii do dvandctniku

b) endokrinni bunky o (glukagon), B (insulin), & (somatostatin) a pp-burky
(pankreaticky polypeptid)

- prekurzor pankreatu (embryondlni) exprimuje transkripéni faktor ,pdx1"

- posledni studie ukazuji, Ze B bunky (i ostatni?) se neobnovuji z kmenovych
(profesiondlnich) bunék, ale svou vlastni pomalou proliferaci. Exprimuji insulin,
Pax6, HNF3B, ..

- endokrinni buriky maji velice podobny "
PR : - ik s
vyvojovy program jako bunky neuralni T
(NeuroD, is11, Nkx2.2, Nkx6.2,...) rozdil
je zejména v insulinu a pdx? ‘r 8 buiiky ‘7
- epitelidlni buriky kandlki se sebeobnovuji o o
podobné také exokrinni buriky acind <s va

- bunky pankreatu mohou tvorit hepatocyty / /

u Clovéka spontalné (/n vivo), u potkana /
to Ize navodit experimentalné, opacné
to nefunguje, avsak exogenni exprese
pdx1 v hepatocytech z nich déla burky
exprimujici insulin se znaky exokrinnich
bunék, podobné i u bunék embryondlniho
epitelu streva

pancreatic epithelium




