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SOUHRN

Regenerace poskozené tkané je komplexni proces zavisly na bunkach s potencidlem obnovit struktury a funkce
poskozené tkané a na fidicich faktorech z tkanového mikroprostredi. Krvetvorna tkan ma velkou schopnost rege-
nerace, kterd je pfi¢itana pritomnosti kmenovych bunék. Znalosti o slozeni krvetvorné tkané a funkci jejich kmeno-
vych a progenitorovych bunék jsou predevsim z experimentalniho vyzkumu mysi krvetvorby. V praci jsou shrnuty
soucasné pohledy na hierarchii a funkci nezralych krvetvornych bunék, véetné bunék kmenovych. Je také stru¢né
pojedndno o tfech fazich embryonaini a fetadlni krvetvorby, které pfedchazi ustaveni krvetvorby dospélého jedince.
Strucné prezentuje vysledky experimentainiho vyzkumu casné faze regenerace kostni dfené po jejim poskozeni
ionizujicim zarenim. Vyzkum ukazal na vyznamnou roli, kterou v intenzivni fazi regenerace maji vyvojoveé pozdni
myeloidni progenitorové bunky, které docasné nahradi chybéjici bunky kmenové a multipotentni progenitory.
Protoze zdrojem krevnich bunék jsou v intenzivné regenerujici kostni dreni bunky progenitorové, ne bunky kmenové
a multipotentni progenitory, nelze regenerujici kostni dfen ucinné transplantovat. Studie poukazuje na podobnost
mezi intenzivneé regenerujici kostni dreni dospélého jedince a embryonalni krvetvorbou, ktera predchazi vzniku
krvetvornych kmenovych bunék a jejimz zdrojem jsou erytroidni-myeloidni bunky progenitorové.
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SUMMARY

Necas E., Faltusova K.

Regenerating haematopoiesis resembles embryonic stem cell-independent haematopoiesis

Tissue regeneration is a complex and highly orchestrated process leading to the reconstitution of damaged tissue
and recovery of its function. Haematopoietic tissue has extensive regenerative potential which is attributed to the
presence of haematopoietic stem cells. This paper briefly discusses the current understanding of haematopoietic
stem cells and their participation in steady-state haematopoiesis. It also gives an overview of the three phases
of embryonic and foetal haematopoiesis preceding the establishment of steady-state adult haematopoiesis. The
paper presents the main conclusions drawn from our analysis of intensively regenerating bone marrow following
severe damage by ionizing radiation. The research revealed a fundamental role that the developmentally advanced
myeloid progenitor cells play in bone marrow regeneration, which occurs during the virtual absence of stem cells
and multipotent progenitors. The regeneration induced by progenitors explains why the strong regenerative
power of this tissue cannot be transplanted to other subjects with damaged haematopoiesis. A comparison of the
rapidly expanding regenerating bone marrow with the expanding foetal liver haematopoiesis showed significant
differences between them. However, there is a similarity between intensively regenerating haematopoiesis and
embryonic definitive haematopoiesis occurring prior to the emergence of haematopoietic stem cells.
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uvob

Krvetvorna (hematopoeticka) tkan stale produku-
je velké mnozstvi myeloidnich a lymfoidnich krev-
nich bunék. Tyto buriky jsou odvozeny od multipo-
tentni myeloidni-lymfoidni buriky kmenové. Velka
¢ast poznatkl o funkci krvetvorné tkané byla ziska-
na pti experimentalnim vyzkumu mysi krvetvorby.
Dostupnost syngennich a kongennich mysich kme-
nl umoznila studovat krvetvornou tkamn pomoci jeji
transplantace. Moznost analyzovat a separovat ne-
zralé krvetvorné buriky pomoci priitokové cytometrie
a nasledné je transplantovat dale vyznamné prispé-
la k poznani krvetvorby u myS$i. Zakladnim definic-
nim znakem Krvetvorné kmenové burniky zstava jeji
schopnost transplantace a dlouhodobého obnoveni
znicené hematopoetické tkané. Kmenova burika je po
transplantaci schopna obnovit myelopoezu i lymfopo-
ezu a dlouhodobé udrzovat produkci krevnich bunék.
Vyvojovy potencial kmenovych bunék vSak neniu vSech
téchto bunék stejny. Nékteré kmenové buriky vice
podporuji myelopoezu, jiné lymfopoezu [1, 2] (obr. 1).
Nékteré maji dokonce vyvojovy potencial omezeny na
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Obr. 1 Myelodni-lymfoidni krvetvorné kmenové bunky nejsou
homogenni populaci. Nékteré maji potencial pro tvorbu myeloidnich
a lymfoidnich bunék stejny (A), jiné vice podporuji myelopoezu (B),
jiné lymfopoezu (C).
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dlouhodobou tvorbu jen dvou linii krevnich bunék nebo
dokonce jen na tvorbu megakaryocytt [3]. Populace
krvetvornych kmenovych bunék je tedy heterogenni
a ma vnitini vyvojovou hierarchii [4, 5]

Plivod krvetvornych kmenovych bunék je embryo-
nalni. Diferenciaci specifickych bunék cévniho endote-
lu vzniknou prvni kmenové bunky s charakteristickou
schopnosti byt transplantovany dospélému jedinci
s poskozenou krvetvorbou, v jehoZ kostni dfeni se
prihoji a stanou se dlouhodobym zdrojem vSech krev-
nich bunék. V ¢asné fazi embryonalniho vyvoje vznikne
v embryu paralelné nékolik kmenovych bunék, které
kolonizuji fetdlni jatra a posléze kostni dfen. Nékolik
kmenovych bunék vzniklych v urcité fazi embryonal-
niho vyvoje vytvori klony kmenovych bunék, které
jsou dlouhodobé soucasné ¢inné pri tvorbé krevnich
bunék. Normalni krvetvorba je proto polyklonalni.
Klony kmenovych bunék v krvetvorné tkani dlouhodobé
pfetrvavaji, prestoze jsou zdrojem bunék krevnich.
Schopnost udrZovat vlastni populaci (klon) kmenovych
bunék a soucasné poskytovat bunky, které se diferen-
cuji a zraji v bunky krevni, je obecnym defini¢nim
znakem kmenovych bunék riznych tkani [6] (obr. 2).
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produkce krevnich bunék

udrzovani populaci nezralych krevnich bunék
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Obr. 2 V neposkozené kostni dieni dospélého jedince je
pravdépodobnost, ze se kmenova bunka bude diferencovat

(Pd), a pravdépodobnost, ze po bunééném déleni zlistane

bunkou kmenovou (Ps), stejnd. Pocet kmenovych bunék zUstava
konstantni a z diferencovanych bunék vznikaji klony krevnich bunék
s omezenou dobou setrvani v krvi.

Sebeobnova kmenovych bunék asymetrickym a sy-
metrickym bunéénym délenim

Udrzovani stalé populace kmenovych bunék pii je-
jich soucasné diferenciaci v buriky progenitorové spo-
¢iva v jejich asymetrickém déleni, kdy jen jedna nové
vznikla kmenova burika se diferencuje a stane se zdrojem
funk¢né specializovanych bunék, zatimco druha burika
nahradi bunku kmenovou, ktera se rozdélila (obr. 3A).
Asymetricka mitéza kmenovych bunék je povazovana za
dlouhodoby zdroj diferencovanych a funkcné specializo-
vanych bunék ve tkanich, které stale nahrazuji buriky za-
niklé. Pii déleni krvetvornych bunék invitro byla existence
asymetrického vysledku bunécného déleni prokazana
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Obr. 3 Kmenové bunky udrzuiji svij pocet, prestoze se diferencuiji a davaji vznik progenitorlim a bunkam krevnim. Mechanismem, kterym
toho Ize dosahnout, je asymetrickd mitoza, kdy se jedna dcefina bunka diferencuje a druha dcefina bunka zlstane ve stavu bunky kmenové
(A). Zvyseni poctu kmenovych bunék je mozné jen symetrickou mitézou, kdy obé dceriné bunky zlstanou bunkami kmenovymi (B).

Osud kmenovych bunék a z nich vzniklych bunék dcefinych urcuji zevni vlivy plsobici na kmenovou burku z bezprostredniho bunééného

a mezibunécného prostredi, které se oznacuje jako ,niche".

[7]. Pii studiu pribéhu bunécného cyklu u nezralych
krvetvornych bunék jsme zjistili, Ze pfiblizné polovina
bunék exprimujicich znak Sca-1 tento znak po bunécném
déleni ztrati a diferencuje se do zralej$ich forem progeni-
torli Sca-1negativnich. Druha polovina dcefinych bunék
vstupuje do nového bunécného cyklu s fenotypem bunky
mateiské, tj. zachova si znak Sca-1 [8]. Tento vysledek
odpovida asymetrickému bunécénému déleni nezralych
krvetvornych bunék v krvetvorné tkani in situ.

Moznost transplantace velmi malého poctu krve-
tvornych kmenovych bunék, dokonce jen jedné kme-
nové bunky [9] dokazuje, Ze vedle asymetrického déleni
ma kmenova burika také moznost symetrického sebeob-
novného bunécného déleni. Monoklonalni krvetvorbu
odvozenou od jedné transplantované kmenové burky
1ze nasledné transplantovat nékolika mys$im. Jedna
transplantovana burnka tedy dala vzniknout nékoli-
ka kmenovym burnkam, které lze transplantovat [4].
Symetrické sebeobnovné déleni neni zdrojem krevnich
bunék, ale zvySuje pocet bunék kmenovych (obr. 3B).

Podpiirna a ridici funkce stromatu krvetvorné tkané

Vysledek bunécného déleni kmenové buriky je ovliv-
novan stavem bezprostifedniho okoli kmenové buriky,
pro které se vzil termin ,niche*. Konkrétnich znalosti
o fizeni krvetvornych kmenovych a progenitorovych
bunék jejich mikroprostfedim je vSak stale velmi ma-
stromatem a kmenovymi bunikami v nékterych tkanich,
které maji pevnou mikroarchitekturu. Patfi mezi né

napt. stfevni epitel, epidermis a pfedevsim zarodecné
tkané mouchy Drosophila melanogaster a Cerva Caenorhabditis
elegans. Studium téchto tkani umoznilo vhled do bio-
logické podstaty interakci mezi ,niche“ a kmenovymi
a progenitorovymi burikami, které jsou zdrojem speciali-
zovanych bunék ptislusnych tkani (pfehledné napt. [10]

Krvetvorba v ustaleném stavu v dospélém jedinci

V poslednich letech byla v experimentalnim vyzku-
mu krvetvorné tkané mysi vénovana znacna pozor-
nost ustalené krvetvorbé dospélych mysi. ReSena byla
otazka heterogenity kmenovych bunék, tj. vnitiniho
nastaveni vyvojového potencidalu bunék schopnych
dlouhodobého obnoveni pos§kozené krvetvorné tkané po
jejich transplantaci, a dale otazka aktivni icasti kmeno-
vych bunék na tvorbé zralych bunék krevnich. Zatimco
prvni otazku Ize povazovat za vyfeSenou tak, ze existuji
kmenové buriky s odliSnym vnitfnim vyvojovym poten-
cidlem (obr. 1), byla aktivni ii¢ast kmenovych bunék
na normalni krvetvorbé nékterymi studiemi zpochyb-
néna [11], jinymi potvrzena [12]. Zddna z téchto studii
nerozporuje pritomnost kmenové bunky v kostni dfeni,
ale jde o to, zda se tyto buriky v dospélé neposkozené kr-
vetvorné tkani déli a diferencuji, tj. zda se aktivné podili
na tvorbé krevnich bunék, nebo zda jsou to buniky ,,spi-
ci“, jejichz potencial k bunécnému déleni a diferenciaci
se aktivuje jen po poskozeni krvetvorné tkané nebo po
jejich transplantaci. Vysledek experimentalnich studif
neniv této otazce jednoznacny a jejich shrnuti a diskuse
jsou pfedmeétem nedavného sdéleni [13].
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Obr. 4 (A) Kmenové bunky (HSC), multipotentni progenitory (MPP) a myeloidni progenitory (CMP, GMP a MEP) tvori vyvojovou hierarchii
stale vice diferencovanych bunék se stale mensim spektrem krevnich bunék, kterym mohou dat vzniknout. (B) Nezralé bunky v kostni dreni
mysi nemaji liniové znaky (L) a exprimuji receptor c-Kit (K; LK buriky). Déli se na méné zralé buriky LSK a zralejsi bunky LS"K pomoci znaku
Sca-1(Stem cell antigen-1). Bunky LSK Ize rozlisit pomoci znakt CD150, CD48 a CD135 na bunky kmenové (HSC) a ¢tyri druhy multipotentnich
progenitord (MPP1, MPP2, MPP3 a MPP4). MPP4 maji vyrazné lymfoidni vyvojovy potencial. Na obrazku nenf jejich uréeni pomoci znaku CD135
(FIt3) ukdzano. Rozdéleni LSK bunék podle znakl CD34 a CD16/32 neni bézné pouzivano, je zde jen uvedeno pro porovnani s bunkami LS K.
Bunky LS K obsahuji progenitory myeloidnich bunék, které Ize rozlisit pomoci znakt CD34 a CD16/32 na CMP - spole¢ny (common) progenitor
myeloidnich bunék, GMP - progenitor granulocytl a makrofdgu a MEP - progenitor megakaryocytl a erytroidnich bunék. Bunky LSK maji

v normalni tkani CD34/CD16-32 fenotyp stejny jako burnky CMP.

V této souvislosti je tfeba uvést poznatky o vyvojové
hierarchii nezralych krvetvornych bunék a o jejich
schopnosti udrzovat své populace sebeobnovnym bu-
nécnym délenim. Hierarchie nezralych krvetvornych
bunék v kostni dfeni je zndzornéna na obrazku 4A.
Predpoklada se, Ze jde o vyvojovou hierarchii jedno-
smeérnou, ve které se progresivné snizZuje schopnost
sebeobnovnych déleni ve prospéch diferenciace ve
zralej$i typy bunék. Bunky kmenové i multipotentni
progenitory (MPP) jsou bunky transplantovatelné.
Lisi se vsak dobou, po kterou jsou po transplantaci
zdrojem krevnich bunék. Zatimco buriky kmeno-
vé obnovi a podporuji krvetvorbu po transplantaci
dlouhodobé a soucasné obnovi i samy sebe, MPP jsou
zdrojem krevnich bunék po jejich transplantaci po
omezenou dobu. Kmenové buriky jsou proto také
oznacovany jako bunky LTRC (long-term repopulating
cells) a MPP jako buniky STRC (short-term repopulating
cells) [14]. Ve vySe zminénych nejednotnych nazorech
na ucast kmenovych bunék na krvetvorbé dospélého
jedince jde v zasadé o to, do jaké miry jsou buniky MPP
doplnovany z bunék kmenovych a do jaké miry jsou
jejich populace autonomni.

V krvetvorné tkani mysi lze bunky kmenové, MPP
a progenitory s omezenym vyvojovym spektrem tvorby
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krevnich bunék rozlisit priitokovou cytometrii sta-
novenim jejich prislusného imunofenotypu pomoci
protilatek. Zakladni znaky slouzici k jejich rozliseni
jsou uvedeny na obrazku 4B.

Hierarchie kmenovych a progenitorovych bunék se
ustavuje jiz ve fetalnich jatrech, ktera jsou krvetvornou
tkani. Béhem tohoto obdobi je jiz krvetvorba zavisla na
transplantovatelnych kmenovych burnkach, které vsak
stdle jeSté vyzravaji [15, 16].

TFi viny krvetvorby v embryu a vznik kmenovych
bunék

Vznik krvetvorby vychazejici z kmenovych bunék
pfedchazi v embryu dvé prechodné faze krvetvorby,
které produkuji pfevazné myeloidni krevni buriky. Tato
krvetvorba je podporovana progenitorovymi bunikami
pochazejicimi z extraembryonalni tkané Zloutkového
vaku a progenitorové buriky, které jsou v tomto obdobi
vyvoje jedince zdrojem bunék krevnich, nejsou schopné
transplantace [17, 18].

U mysSi se prvni vina embryonalni krvetvorby, kte-
rad je nazyvana primitivni krvetvorbou, objevuje ve
Zloutkovém vaku po 7. embryondlnim dni vyvoje (E7)
ve formé ostrtivkli krvetvorby (u ¢lovéka po E16). Tato
krvetvorba se uskutecniuje mimo vlastni embryo, pro-



dukuje prevazneé primitivni jaderné erytrocyty, ale také
megakaryocyty a makrofagy. Primitivni erytrocyty se
od definitivnich erytrocytd produkovanych v nasled-
nych dvou fazich embryonalni a fetalni krvetvorby 1isi
vétsi velikosti, pritomnosti jadra a expresi embryo-
nalniho hemoglobinu (globinovych fetézct). Jsou to
v podstaté erytroblasty, které dozravaji v erytrocyty az
v cirkulujici krvi. Primitivni erytrocyty jsou v cirkulaci
pritomny béhem embryondalniho i fetalniho vyvoje
a umysi pretrvavaji v krvi jesté nékolik dni po naroze-
ni, tj. po E20-E21, kdy dochazi k porodu mysich fett.

Primitivni faze embryondlni krvetvorby je nasledo-
vana prvni vinou definitivni krvetvorby. Ta za¢ina opét
ve zloutkovém vaku v obdobi E8, 5 vyvoje a pred vznikem
prvnich kmenovych bunék vembryu [18, 19]. McCrath
etal. [20] identifikovali v Zloutkovém vaku erytroidni-
-myeloidni progenitory (EMP) a stanovili jejich imuno-
fenotyp. Cestou krevni cirkulace migruji tyto buriky ze
zloutkového vaku do fetalnich jater v obdobi E10,5-E11,5
vyvoje a ve fetalnich jatrech jsou zdrojem myeloidnich
krevnich bunék, ne v§ak bunék lymfoidnich. EMP po-
stradaji schopnost dlouhodobého obnoveni poskozené
krvetvorné tkané po jejich transplantaci, tj. zakladni
znak bunék kmenovych.

Az druha vlna definitivni krvetvorby (tj. tfeti
vlna embryondlni krvetvorby) je spojena se vznikem
prvnich krvetvornych kmenovych bunék, které se
i po transplantaci stanou trvalym zdrojem bunék
krevnich. Kmenové buriky se diferencuji ze speci-
fickych bunék endotelovych procesem nazyvanym
endotelova-hematopoeticka transformace. Dochazi
k ni na ventralni ¢asti dorzalni aorty v oblasti na-
zyvané aorta-gonad-mesonephros (AGM) v obdobi E10
u mysi a E27 u lidi [21]. Pfed migraci do fetdlnich
jater se prvni vzniklé kmenové bunky mnozi a pro-
chazi zranim, ve kterém lze rozlisit nékolik jejich
vyvojovych stadii [22]. Zralé kmenové buriky kolo-
nizuji fetdlni jatra okolo E12. Intenzivné se mnozi
a po transplantaci dospélému jedinci s poskozenou
krvetvorbou jsou zdrojem vSech typt krevnich bunék
vcéetné B-lymfocyth [23]. V pfipadé transplantace
jsou velmi i¢inné v obnoveni poskozené krvetvorby,
ucinnéjsi nez pozdéjsi kmenové burnky z kostni dfené
[24]. Ve fetalnich jatrech se tedy poprvé ustanovuje
hierarchie krvetvorby odvozena od multipotentnich
kmenovych bunék schematicky zndzornéna na obraz-
ku 4A. Kolem E17 za¢nou kmenové bunky migrovat
do kostni dfené. V kostni dfeni novorozenych mysi
kmenové buriky intenzivné proliferuji jesté asi 3 tyd-
ny, potom vétsina z nich prechazi do klidového stavu
[25]. Ve fetdlnich jatrech se kmenové buriky stile
jesté vyvijeji a jejich budouci vyvojovy potencial se
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dale ustavuje. Kmenové buriky ziskané z fetadlnich
jater pred E18 a transplantované dospélym piijem-
cim obnovi jejich krvetvorbu v myeloidni i lymfoidni
linii, ale B-lymfopoeza od nich odvozena neziska
citlivost k tlumivému ucinku estrogeni [15, 16], coz
je vlastnost normalni B-lymfopoezy [26].

Béhem embryonalni krvetvorby, krvetvorby ve fe-
talnich jatrech a v kostni dfeni v obdobi po narozeni, se
v krvetvorné tkani zvysuje pocet kmenovych a progeni-
torovych bunék soubézné se stale se zvysujici produkci
zralych krevnich bunék (obr. 5).
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Obr. 5 V expandujici krvetvorné tkani, v embryu - fetalnich
jatrech - postnatainf kostni dreni - v regenerujici poskozené
kostni dreni, se zvysuje pocet nezralych bunék. To predpoklada,
7e vice nez polovina bunék vzniklych rozdélenim zlstane stejna
jako bunka, ktera se rozdélila. Pravdépodobnost sebeobnovy
bunécnym délenim (Ps) je > 0,5. Pravdépodobnost diferenciace
téchto bunék vznikajici délenim (Pd) je proto < 0,5. Z bunky,
kterd se diferencovala, vsak mdze vzniknout vétsi klon krevnich
bunék, pokud prodéld béhem pokracujici diferenciace a zrani vice
amplifikacnich déleni. Soubézné se pak muze zvysovat jak pocet
nezralych bunék, tak i pocet produkovanych zralych krevnich bunék.

Regenerace poskozené krvetvorné tkané

Po castecném posSkozeni krvetvorna tkan rychle
regeneruje!. Velkd regeneracni schopnost krvetvorné
tkané je spojovana s pritomnosti kmenovych bunék.
Ty jsou obecné povazovany za vychozi zdroj regenerace.
Oproti normalni krvetvorné tkani dospélého jedince,
ktera produkuje krevni burky a soucasné udrzuje popu-
lace nezralych krvetvornych bunék kmenovych a proge-
nitorovych, musi regenerujici krvetvorba uskutecriovat
dva protich@idné tkoly: obnovit populace kmenovych
a progenitorovych bunék a soucasneé produkovat krevni
buriky. Je to situace analogicka expandujici krvetvorné
tkani v embryu a ve fetalnich jatrech (obr. 5).

1 7 fylogenetického hlediska neni tato jeji velkd regeneracnf
schopnost zcela zfejma. Velkou regeneracni schopnost epider-
mis a epitelu gastrointestindliniho traktu lze spojit s jejich ¢astym
mechanickym a toxickym poskozenim, ke kterému dochdzelo
béhem celé fylogeneze metazoi. Patogenni noxy, které silné po-
Skozuji kostni dfen, jsou vsak zcela neddvnym vysledkem lidské
¢innosti: expozice ionizujicimu zareni v U¢innych davkach a apli-
kace cytostatik.
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Obr. 6 Spontdnni regenerace krvetvorby byla analyzovdna v obdobf
mezi 8. a 20. dnem po celotélovém ozareni mysi ddvkou 6 Gy. Od

12. dne se zastavi rozvoj anémie, coz svédci o obnovené produkci
erytrocytl v mnozstvi, které se vyrovna a posléze prevysi mnozstvi
erytrocytl zanikajicich (délka zivota erytrocytl je u mysi asi 40 dn().
(Faltusova, K. et al. (2020), doi: 10.3389/fcell.2020.00098)

Z divodu podobnosti regenerace kostni dfené po-
Skozené ionizujicim zafenim s embryonalni a fetal-
ni krvetvorbou (obr. 5) jsme analyzovali kostni dfen
ve stadiu jeji intenzivni regenerace a porovnali jsme ji
s krvetvorbou ve fetdlnich jatrech. Regenerujici kostni
dfen jsme také porovnali s publikovanymi idaji o dvou
fazich embryonalni krvetvorby, které predchazi vznik
krvetvornych kmenovych bunék.

ILSK

1LK

LSK

l

c_—Kit

GMP - MEP

MPP1

Ionizujici zafeni poskozuje populace kmenovych
a progenitorovych bunék v krvetvornych tkanich v za-
vislosti na davce. Celotélové ozafeni myS$i davkou 6 Gy
znici asi 99,9 % kmenovych a krvetvornych bunék [27]
a u nékterych mysi se obnovi krvetvorba jen z jedné
buriky [28].

Analyzovali jsme regenerujici kostni dfen po jejim
poskozeni celotélovym ozafenim davkou 6 Gy za 8-20
dnf, kdy jiz bylo v kostni dfeni dost nezralych bunék
pro jejich analyzu priitokovou cytometrii, klonalni
kultivaci a transplantaci. V tomto obdobi se také ob-
novila intenzivni produkce zralych krevnich bunék,
jak doklada zvrat v rozvoji anémie (obr. 6).

V kostni dfeni se soucasné zvySoval pocet nezralych
krevnich bunék (LK bunék). Témito dvéma charakteris-
tikami se regenerujici kostni dfen podobala expandujici
krvetvorbé ve fetalnich jatrech a ve dvou predchaze-
jicich fazich embryonalni krvetvorby nezavislych na
kmenovych burikach.

V intenzivneé regenerujici kostni dfeni bylo velmi
malo bunék s fenotypem bunék kmenovych (HSC;
LSK CD150*CD48"; obr. 4B), multipotentnich pro-
genitori (MMP1; LSK CD150CD48"; obr. 4B), pro-
genitora se silnym lymfoidnich potencidlem (LSK
CD150°CD135*) a spole¢nych myeloidnich progenitort
(CMP; LS'K CD34*CD16/327; obr. 4B). Naprosta pfevaha
nezralych bunék LK méla imunofenotyp myeloidnich

B
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Obr. 7 (A) V regenerujici kostni dieni Ize také nezralé bunky LK rozdélit pomoci znaku Sca-1na LSK a LS'K . V LSK bunkach je velmi malo
bunék s imunofenotypem bunék kmenovych, multipotentnich progenitort MPP1 a spole¢nych myeloidnich progenitorti CMP. Analyza

bunék LSK ukdazala, ze bunky s fenotypem multipotentnich progenitorli (MPP2 a MPP3) jsou ve skute¢nosti pozménénymi (expresi

znaku Sca-1) pozdnimi myeloidnimi progenitory GMP a MEP. V intenzivné regenerujici kostni dieni je tedy naprosta vétsina nezralych

bunék (LK) granulocytovymi a makrofagovymi progenitory a megakaryocytovymi-erytroidnimi progenitory. Praktickému chybéni bunék

s imunofenotypem bunék kmenovych, multipotentnich progenitor( a spole¢nych myeloidnich progenitor( v intenzivné regenerujici kostni
dreni odpovida jeji velmi nizka schopnost transplantace, kterd je na Urovni 1-2 % [29]. (B) SloZeni nezralych bunék LSK a LS K je v regenerujici
kostnf dfeni vyznamné pozménéno a naprosta vétsina téchto bunék jsou erytroidni a granulocytové/makrofadgové progenitory.
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progenitori: granulocytovych/makrofagovych (GMP;
LS'K CD34*CD16/32*; obr. 4B a 7A) a megakaryocyto-
vych/erytroidnich (MEP; LS'K CD34°CD16/327; obr. 4B
a7A). Exprese znaku CD16/32 (receptory III a II pro Fc
fragment y-globulinti) byla vyznamné zvySena jak
u bunék LS'K, tak i u bunék LSK (obr. 7A). Cast LSK
bunék silné exprimovala znak CD71 odpovidajici trans-
ferinovému receptoru 1, ktery buriky LSK v normalni
kostni dfeni nemaji. Intenzivné regenerujici kostni
dfen a jeji bunky LSK, které jsou v normalni dfeni
nositeli jejiho transplantac¢niho potencialu, mély
schopnost transplantace snizenou na roven jen 1-2 %
[29]. Pro odliSeni od normalnich LK bunék oznacuje-
me LK buriky v regenerujici kostni dreni, vyznacuji-
ci se charakteristicky zménénym imunofenotypem
a vyznamnou ztratou schopnosti transplantace, jako
LK-R buriky.

V bunkach LSK a LSK izolovanych z regenerujici
kostni dfené, jsme stanovili expresi genti, na trovni
jejich mRNA, jejichz aktivita ma vztah k butikam kme-
novym, multipoptentnim progenitorim, lymfoidnim
progenitorim a myeloidnim progenitoriim (erytroid-
nim a granulocytovym/makrofagovym). Vysledky uka-

zaly zvySenou expresi gentl spojenych s erytroidnim
a granulocytovym/makrofagovym vyvojem a soucasné
nizkou expresi gen@i charakteristickych pro buriky
kmenové a multipotentni progenitory [29] (obr. 8).
ZvySena exprese erytroidnich gentl neni zptisobena
anémii a zvySenou stimulaci erytropoetinem. U mysSi
1ze transfuzemi Cervenych krvinek tvorbu erytropoe-
tinu zcela zastavit. Opakované transfuze Cervenych
krvinek zabranily u ozarenych mysi rozvoji anémie
a vyvolaly stav polycytemie, pfi kterém se tvorba ery-
tropoetinu prerusi. Exprese erytroidnich genti vSak
zlistala v bunikach LK-R zvy$end podobné jako u mysi,
u kterych se anémie rozvinula [29].

Rovnéz kultivace bunék v mediich podporujicich
klonalni expanzi erytroidnich progenitorti (BFU-E,
CFU-E) a granulocyto-makrofagovych progenitorti (GM-
-CFC, G-CFC, M-CEC) potvrdila v regenerujici kostni
dfeni pfevahu granulocytovych/makrofagovych a ery-
troidnich progenitort [29].

Analyza LK bunék v intenzivneé regenerujici kostni
dfeni tak ukazala, Ze tato faze regenerace spoc¢iva v ak-
tivité pozménénych vyvojové pozdnich myeloidnich
progenitorti, ne na aktivité bunék kmenovych.

Sca-1 c-Kit TpoR (Mpl) Runx1 HoxB4 Meis1 PBX1 GATA2
3 0.010 0.04- 0.008- 0.020- 0.003- 0.05- 0.020- 0.015-
& 0.008 0.04
B 0.03- 0.006- 0.015- ’ 0.015
>£ 0.002- 0.010-
9% 0.006 0.034
22 0.02 0.004- 0.010- 0.010-
Qf ke
% © 0.004 0.024
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£ o002 || 0.01- 0.002- 0.005- 0.01 0.005-
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[
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B GATA1 EpoR P4.2 (Epb42) KIf1 (EKLF) CcD71 SCL (TAL-1) FOG1 LDB1
3 0.08 0.025- 0.004- 0.05- 0.15- 0.010- 0.06- L 0107
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=g o ok - 005 * 0.02-
£ 0.021 0.001-
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Obr. 8 (A) Exprese gend spojenych s ,kmenovou funkci“ krvetvornych bunék je v LK-R bunkach snizena nebo nezménéna. (B) Exprese genl
spojenych s erytroidnim vyvojovym potencidlem je v LK-R bunkach vyznamné zvysena jak v jejich LSK, tak i LSK frakci.
* o e gdavaji vyznamny rozdil (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001) oproti expresi prislusného genu v LSK nebo LSK burkdch v normalni kostni

dreni.
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Principialni rozdil mezi expandujici krvetvorbou
ve fetalnich jatrech a regenerujici kostni dfeni
dospélého jedince

Porovnali jsme fenotyp bunék LK v regenerujici
kostni dreni s jejich fenotypem ve fetalnich jatrech
a postnatalni kostni dfeni. Imunofenotyp téchto bu-
nék byl velmi odliSny [29]. Burnky z fetalnich jater
a postnatalni kostni dfené mély fenotyp obdobny LK
bunkam v normalni kostni dfeni dospélého jedince
(obr. 4B). Vyznamneé se proto lisily od fenotypu LK-R
bunék v regenerujici kostni dfeni (obr. 7A). Schopnost
transplantace jsme u bunék z fetalnich jater a rege-
nerujici kostni dfené neporovnavali, ale z publiko-
vanych praci je znamo, Ze buriky fetalnich jater jsou
transplantacné velmi Gc¢inné a predci i transplantacni
schopnost normalni kostni dfené [24]. V porovnani
s tim byla schopnost transplantace regenerujici kostni
dfené velmi nizka, na tirovni 1-2 % normalni kostni
dfené [29]. Ve fetdlnich jatrech jsou tedy ptitomné
plnohodnotné kmenové bunky schopné transplanta-
ce a obnoveni funkce poskozené krvetvorby piijemce
transplantatu, které v regenerujici kostni dfeni prak-
ticky chybi. Rozdily mezi expandujici krvetvorbou ve
fetalnich jatrech a v regenerujici kostni dfeni jsou tedy
mnohostranné a podstatné.

Podobnost mezi embryonalni a regenerujici krve-
tvorbou

Intenzivneé regenerujici kostni dfen se podoba pre-
chodné viné embryonalni definitivni krvetvorby, vy-
chéziz erytroidnich a myeloidnich progenitorti (EMP),
ktera casové predchdazi vznik prvnich transplantova-
telnych kmenovych bunék [18, 19]. Podobnost je pfe-
devsim v mohutné produkci myeloidnich bunék tka-
ni, kterd ma nepatrné mnozstvi bunék kmenovych.
Podobnost je také v expresi znaku CD16/32 vétSinou LK
bunék. Mezi imunofenotypem bunék EMP [20] a bunék
LK-R [29] jsou vSak i vyznamné rozdily. LK-R buriky jsou
c-Kitw, EMP jsou c-Kitie?, Cast LK-R bunék ma znak
Sca-1, EMP tento znak nemaji. Cast Sca-1 pozitivnich
bunék LK-R exprimuje znak CD150, EMP jsou vSechny
CD150 negativni. VSechny EMP exprimuji znak CD41,
jen mald ¢ast bunék LK-R exprimuje tento znak.

V nasi studii jsme zjistovali i ilohu signalizace re-
ceptorem c-Kit vindukci bunék LK-R. Vysoka exprese
c-Kit je zakladnim znakem kmenovych a progeni-
torovych bunék u mysi [30]. c-Kit je receptorem pro
cytokin stem cell faktor (SCF), ktery je zakladnim cy-
tokinem niche kmenovych bunék [31]. Nizka exprese
c-Kit na bunikach LK-R je proto paradoxni. Zablokovali
jsme signalizaci zprostfedkovanou receptorem c-Kit
blokujici protilatkou a sledovali vznik populace bu-
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nék LK-R. Tvorba bunék negativnich na znak Sca-1
byla timto velmi silné potlacena a celkova regenerace
kostni dfené téz. Signalizace vyvolana cytokinem SCF
je tedy pro regeneraci poSkozené krvetvorné tkané
nezbytna ptes sniZenou expresi receptoru c-Kit. Nizka
exprese c-Kit mlize byt kompenzovana zesilenou ex-
presi cytokinu SCF. Na trovni mRNA jsme regene-
rujici kostni dfeni prokazali 10-100nasobné zvysSeni
exprese obou forem SCF, formy membranové vazané
a solubilni [29].

DISKUSE

Vysledky nasi studie kladou otdzku o ptivodu silné
expandované populace pozménénych erytroidnich
amyeloidnich progenitori, bunék LK-R, v regeneru-
jici kostni dfeni. Pocatecni poSkozeni kostni dfené po
celotélovém ozatfeni mysi davkou 6 Gy je natolik velké,
Ze regenerace vychazi jen z nékolika preziv§ich bunék
[27, 28], které proto nelze identifikovat a podrobit
analyze. V nasi studii jsou analyzovany jejich klony
v obdobi intenzivni regenerace poskozené krvetvorby,
kdy pocet bunék LK-R silné roste, ale zaroven jsou
jiZz tyto bunky vyznamnym zdrojem zralych bunék
krevnich.

Detailni analyze regenerujici kostni dfené je vé-
novano malo praci a ani ty nepfinaseji jednoznacnou
odpovéd o piivodu bunék, které jsou vychodiskem pro
Casnou intenzivni regeneraci. VSeobecné se pfedpokla-
da, ze jsou to buriky kmenové, které se zacnou zvyseneé
délit. Presvédcivé dlikazy vSak pro to nejsou.

Simonnet et al. [32] analyzovali kostni dfen mysi
po jejich vystaveni ionizujicimu zafeni davkami 3 Gy
a 6 Gy. Dva dny po poskozeni mély LK buriky, které zi-
staly v poskozené kostni dfeni, sniZenou expresi c-Kit
a zvySenou expresi znakdi Sca-1a CD150. To je v souladu
snasimi nalezy.

Peslak et al. [33] analyzovali kostni dfen mysi oza-
fenych davkou 4 Gy. Po tomto mensim poSkozeni krve-
tvorné tkané popsali vinu erytropoezy, ktera nasleduje
po jejim vyznamném utlumu. JiZ Sesty den se v krvi
zvysil pocet retikulocytil a od 8. dne se zacal zvySovat
hematokrit. Mezi 4. a 6. dnem se vyznamneé zvysila
hladina erytropoetinu. Expanze velmi nezralych ery-
troidnich progenitor BFU-E vytvarejici in vitro kolonie
erytroidnich bunék az za 7 dnt kultivace, vSak nebyla
na stimulaci erytropoetinem zavisla. Kolem 9. dne
po ozafeni se v cirkulaci zvysilo mnozstvi erytroid-
nich progenitorQ a vyznamneé se zvysila erytropoeza
ve sleziné. Autofi uzavieli, Ze regenerace erytropoezy
probiha zpocatku v kostni dfeni, ale pozdéji erytroidni
progenitory migruji do sleziny, kde se stanou zdrojem
extramedularni hematopoezy.
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Obr. 9 Grafické znazornéni krvetvorby v normalni a intenzivné regenerujici kostni dfeni. V. normalnf EK:R_ LK PquYV regeneru-
dospélé krvetvorbé jsou zdrojem krevnich bunék multipotentni progenitory a eventudlné bunky jici kostni dreni

kmenové (HSC). V intenzivné regenerujici krvetvorbé se stavaji zdrojem krevnich bunék pozménéné _ 4
myeloidni granulocytové/makrofédgové (GMP) a megakaryocytoveé/erytroidni (MEP) progenitory. MEP . m}egakaryocytovy/
Znazornéna predstava predpoklada, ze stroma krvetvorné tkané (na obrazku schematicky zndzornené erytroidni progenitor

vinitou Carou se sklonem) se aktivné Ucastni regenerace vlivem na sebeobnovna déleni bunék a jejich _ ; ? -
diferenciaci. LK-R bunky jsou vysledkem téchto regulaci, které jim umozni na pfechodnou dobu MPP multipotetni proge
plnit funkci méné zralych multipotentnich progenitort a kmenovych bunék, jejichz populace se po nitor

poskozeni doplnuji mnohem pomaleji. SCF - stem cell factor
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