Bunééné klony — fysiologie a patologie
(biologicky pohled na tkané a jejich dynamiku za normalnich a patologickych okolnosti)
autor: prof. MUDr. Milan Elleder, DrSc. (UDMP 1.LF UK, Praha)
verze duben 2009

text recenzovali:
prof. MUDr. Vaclav Mandys, CSc. (Ustav patologie, UK 3.LF, Praha),
prof. MUDr.Karel Smetana, DrSc. jr. (Anatomicky ustav UK 1.LF, Praha);

za pripominky a poznamky deékuji:
prof. Ivanovi Lefkovitsovi (Dep. of Biomedicine, University Clinics, Basel)
prof. MUDr. Janu Starému , DrSc., 2.LF UK a FN Motol

Obsah
1. definice klonu, zakladni typy kloni

2. klonalni charakter zralych tkani
3. metody identifikace klonu - klonalni markery

4. klonalni procesy: fysiologie a patologie

Seznam zkratek: AKB - adultni kmenové buiiky; CFC - colony forming cells; EKB -
embryonalni kmenové buiiky; EPU - epidermal proliferation unit; FDC - follicular dendritic
cells; GVHD - graft versus host disease; GVHR - graft versus host response; HUMARA -
human androgen receptor assay; KB - kmenové buitky; MALT - mucosal associated
lymphoid tissue; mtDNA - mitochondridlni DNA; NK - natural killer cells; OXFOS -
oxidative phosphorylation; STR -short tandem repeat; TGF - transforming growth factor;
VEGFR - vascular endothelial cell growth factor receptor



Zvyseny zajem o klonalni charakter procest, jejichz spole¢nym jmenovatelem je
bunécna proliferace, je snaha zjistit, zda je expandujici bunééna populace derivatem jedné
buiiky (proces monoklonalni), bunééné skupiny (proces oligoklonalni) nebo zda jde o
polyklonalni, nebo az systémovou reakci urcité bunééné populace. Klonalni charakter urcité
bunécéné populace tedy naznacuje jeji selektivnost, t.j. Ze v jejich pocatku stala jedina buika
nebo jen omezeny pocet bunék z urcité bunééné populace. Krom toho Ize pomoci klonti Iépe
chépat biologii tkani, jejich slozeni, dynamiku a diferenciaci. V patologii pak Ize interpretovat

fadu procest, doposud presentovanych klasicky, jako vyraz naruSené biologie klonil .

1. Definice klonu, typy kloni

V nejobecnéj$im pojeti je klonovani vytvaieni identickych kopii molekul, bunék, nebo
celych organismt z nich samotnych. Laické predstavy jsou omezeny na vytvareni identickych
biologickych organismil.

Etymologicky je termin klon odvozen z latinského clonus i. m. ( zaskub, Skubava kiec). Etymologicky zaklad
slova zjevn¢ vyjadiuje identitu opakovanych pohybt.V fectiné znamena klonos proutek, potomek, zmateny
pohyb.

Vseobecné prijimana biologicka definice klonu je zaméfena zejména na
bunéénou troven. Podle ni jde o populaci bunék vznikajici mitotickou expansi jediné
buiiky. Klonu miZe dat vznik jakdkoliv buiika schopna mitosy. Klony se liSi Zivotnosti a
komplexnosti. V Fadé pripadi miZe dojit k dodateénému rozriznéni bunék v klonu a
vysledna populace se pak sklada z nékolika bunéénych typi (riznych linii). Dochazi
k tomu nap¥. asymetrickymi mitosami, pri kterych se kazda z obou dcerinych bunék

dale diferencuje odliSnym zptisobem. Nékteré klony jsou obzvlasté komplexni a mohou
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obsahovat i dalsi (niZ§i) samostatné klonogenni etaze.

Biotechnologickou analogii bunécného klonu je klon molekularni, definovatelny jako vytvareni kopii
urcité molekuly, ktera slouzi jako predloha (templat). Klasickym ptikladem je klonovani genu. Skutecnost, ze
byl gen klonovan znamena, ze byl dokonale poznan - tedy isolovan, vpraven do vektoru a replikovan (slouzil
jako templat pro traskripci) v ur€itém bunéném systému pro veskeré dalsi nasledné studie. Klonovani je tedy
odlisné od produkce urcité latky, i pokud pljde o bunéény klon - napt. produkce monoklonalni protilatky
monoklonalni populaci B lymfocytu znamena de novo produkei (molekula proteinu neslouzi jako templat).

V tomto smyslu je pon€kud kontroversni tvrzeni, ze podstatou prionovych onemocnéni je replikace priond,
nebot’ k jejich mnozeni dochazi tim, Ze patologicky prion (viz.. Skripta dil 2) indukuje patologickou konformaci

u preexistujicich priond, které se takto transformuji.



Soucasna uroven znalosti ndm dovoluje pohliZet na klony jako na buné¢né soustavy,

odli$né mechanismem, okolnostmi vzniku a stupném heterogenity vyslednych populaci.

1.1 Klony jednorazové (reaktivni, docasné)

Sem lze zatadit jednoduché reaktivni klony, vznikajici v diferencovanych systémech -
tedy ve zralych tkanich za urcitych situaci, kdy na stimulus, ptsobici na urcitou populaci
diferencovanych bunék, reagovala sérii mitos jediné buiika (odliSna od buiiky kmenové),
zménéna urcitym inzultem nebo predisponovana selektivni reaktivitou (viz. déle). Tato butika
se zcela pfeméni v dcefiné populace, aniz by byla asymetrickou mitosou zajiSténa jeji trvala
existence. Veskery klonogenni potencial je tedy pouze jednorazovy a velikost klonu je dana
wiluéné proliferacni aktivitou deerinych bunék Uroven diferenciace se v reaktivnim klonu
nemeéni (na rozdil od nize uvedenych klonii trvalych a embryonalnich), i kdyz nékteré jeho
buiiky mohou byt funkéné modulovany. Zivotnost klonu je omezena na Zivotnost vzniklé
bunecné populace (obr 1). Klon ma tedy trvani docasné.

Jednotlivé pripady reaktivnich klonl jsou uvedeny dale v textu. Existence reaktivnich
klonti svéd¢i pro to, ze ve zdanliveé zcela homogenni populaci bunék mohou byt selektivné
pozmenené elementy, které jsou predisponované k proliferaci. Miize to byt téz projevem
ziskané genetické heterogenity bunécné populace (somatické mutace), kterd miize byt jiz

prvou znamkou pritomnosti patologického procesu (viz. klonalni poruchy).



Obr. 1 Rozvoj jednoduchého reaktivniho klonu nezavislého na kmenové buiice.
Klonalni proliferace jedné selektivné predisponované buriky. Vznikly klon je na stejné
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1.2 Klony trvalé (konstitucionalni), zaloZené na trvalém klonogennim potencialu
Tento typ klonu zajist'uje postnatalné trvalou obménu tkéni a tim jejich optimalni

kvantitativni a kvalitativni slozeni (ptislusné spektrum bunéénych typt a jejich pocetné
zastoupeni). Bunééna populace klonu vychéazi z multipotentnich tzv. adultnich kmenovych
bunék, tedy z bunck s trvalym klonogennim potencidlem (viz. nize), vzniklych v ramci
embryonalniho klonu (viz. nize). Trvaly klonogenni potencial je dan moznosti jednoho typu
asymetrické mitosy, pri které se dale diferencuje pouze jedna ze dvou dcerinnych bunék,
zatimco druhd zustavad na puvodni ,, kmenové *“ urovni a udrzuje pocet kmenovych bunék na
trvalé urovni (sebeobnova, selfreplikace) (obr.2). Asymetrické mitosy jsou dominantni
vlastnosti téchto adultnich kmenovych buné€k. Diferenciacni potencial se mize riznit

v jednotlivych tkanich. Kazda kmenova bunka tak davé vznik jednomu klonu v sukcesivnich



vlnach. V ramci permanentniho klonu dochazi bézn¢ k diferenciaci do dvou a vice bunécnych
linii. Vedle asymetrickych mitos nezbytnych pro sebeobnovu existuji tedy 1 asymetrické
mitosy, které davaji vznik pfimo dvéma odliSnym liniim, ke kterym dochézi na
,bifurkacnich® mistech klonu (obr. 3 ). Ne¢které klony jsou v tomto smyslu velmi komplexni a
skladaji se z kmenovych bunék rizné hierarchie, kazda z etazi s riznym stupném regulace

(obr.4)

Obr. 2 Zakladni schéma permanentniho klonu: permanentni produkce bunék (bilé
krouzky), pri zachovani klonogenniho potenciilu adultni kmenové buiiky (oznacena
¢ernym krouzkem). T1-T5 representuji jednotlivé faze vyvoje klonu
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Obr. 3 Dva typy asymetrickych mitos
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Mnozstvi bun€k klonu zavisi jednak na mitotické aktivité poc¢atecnich generaci bunck
(obr.4). Mitoticka aktivita KB je velmi mala. Existuji doklady, Ze ¢ast adultnich kmenovych

bunék slouZzi jako reserva pouze pro stavy zvlasté vystupiiovanych naroki na regeneraci



(napf. tzv. ovalné bunky jater). Pokud by doslo k zaniku kmenové burnky, zivotnost klonu by
byla omezena zivotnosti dcerinnych bunék.

Permanentni klonalni systémy jsou dnes velmi dobie definované (viz. nize). V ptipadé
asymetrické mitosy vznikne z jedné bunky buiika identickd, dale se nediferencujici a buiika,
ktera je progenitorem naslednych populaci. V tivahu ptichazi i naslednost obou procest. Po
fazi symetrickych mitos, vedouci k zmnoZeni kmenové bunky by nastala faze diferenciace.
Proces by vSak musel byt striktné regulovan tak, aby byla udrzeno stdle mnozstvi vychozich

kmenovych bunék.

Obr. 4 viceliniovy komplexni permanentni klon s nékolikastupfiovou hierarchii
kmenovych bunék (vyznaceny Sed¢€), kazda se samostatné regulovatelnym klonogennim
potencialem
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Obr. 5 Schéma permanentniho klonu s diirazem na progresivni diferenciaci (znazornéna
tmavnutim) a numerickou expansi (znazornéna rozpétim uhlu). RozliSeni na ruzné
diferenciacni linie neni znazornéno

spfechodna amplifikaéni zona plné diferencovana
sprogresivni diferenciace ¢ast klonu s omezenou
*klesajici klonogenni potrencial zivotnosti

o

adultni
kmenova
burika

C¢asova osa

v

Na rozdil od embryondlnich kmenovych bunék (viz. nize) jsou adultni KB schopny
trvalé sebeudrzovaci funkce. Jsou organové specifické v diferencovanych tkanich. Jejich
diferenciacni potencial je vétSinou proti embryondlnim kmenovym buiikdm omezen na
spektrum bunék ptislusného organu - jsou tedy tkanoveé determinované (determinované
kmenove bunky), 1 kdyz vSe ukazuje, Ze jejich diferenciacni potencidl je udrzovan lokalnimi

faktory a mtize byt po jejich pfenosu do jiného tkanove odliSného prostiedi vyrazné zmeénén.

Zasadni rozdil mezi jednordzovym a trvalym klonem je zndzornén na obr. Sa.



Obr. 5a. srovnani jednorazového a permanentniho klonu
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1.3 Klony vyvojové

Tyto klony jsou ¢asové omezené na embryondlni vyvoj a vyznacuji se neobycejnou
slozitosti. Maji rysy jak klonu jednorazového, tak klonu trvalého. Jsou produktem
embryonalnich kmenovych bunék, které maji spole¢ny zaklad v jediné butice - zygoté. Lidsky
organismus (obecné¢ mnohobunéény organismus) lze povazovat za obrovsky jednorazovy
fysiologicky megaklon (jednovajecné dvojcata jsou vyjimkou), vyjimeény svym rozsahem a
komplexnosti. Inicidlni uniformni embryonalni bunécna populace totipotentnich bunék (tzv.
embryonalnich kmenovych bunék, viz. shora) se velmi rychle zvétSuje a rozrliziiuje, dava
vznik dal$im subsystémiim s embryonalnimi kmenovymi bunkami se zuzujicim se
diferencia¢nim potencidlem (multi- a pluripotentni EKB), takze v prib¢hu deviti mésici
gestacni doby vznikne z jediné bunky komplexni megaklon ve formé¢ celého organismu o
celkové primérné hmotnosti okolo 3500 g, jehoz pocet bunék se odhaduje fadove na desitky
biliond (x'?), rozriiznény do cca. 200 bun&énych typi. Cely stav predéi rist nejzhoubngjsiho
nadoru. Jde vSak o vysoce organisovany a striktné regulovany proces. Konecnym stadiem
toho komplexniho megaklonu je systém diferencovanych tkéani, vétSina z nich s omezenou

zivotnosti, udrzovany systémem adultnich kmenovych bunék.
Pozn. Pokud by byla zajisténa moznost asymetrické mitosy na urovni zygoty, nastala by situace

analogickd jako v trvale udrzovanych klonalnich systémech. Produkovaly by se zarodky na zakladé



udrzovaného klonogenniho potencialu trvale. Je to zarovein nazorny piiklad rozdilu mezi klonem reaktivnim a

trvalym

Embryondlni kmenové bunky (EKB). V prabéhu vyvoje vznika celd hierarchie EKB,
jejichz diferenciacni potencidl se postupné snizuje. Za totipotentni EKB lze pokladat zygotu a
buniky moruly, které jsou schopny dat vznik kompletnimu embryu a extraembryonalnim
tkanim (plodovym obalim a placent€). Multipotentni EKB jsou buiiky vnitfni masy v morule,
které mohou dat vznik pouze embryu (Obr 6). Jsou v soucasnosti pouzivany pro piipravu
tkani v umélych, specielné upravenych podminkach tkanové kultury.

EKB se 1181 od organovych kmenovych bun¢k v adultnich diferencovanych tkanich
(viz. nize) tim, ze maji mnohonasobn¢ vétsi diferenciacni radius. Jejich sebeudrzovaci
schopnost v pribéhu embryonalniho vyvoje je pouze doc¢asna, nebot’ rychle a progresivné
davaji vznik dal$im bunéénym generacim podle vyvojového programu. Podobné jako AKB
maji schopnost symetrickych (a dajné¢ i asymetrickych) mitos, ale jejich dominantni
vlastnosti je jednordzovy progresivni proces diferenciace.

Kazdé embryonalni kmenové buiice z arbitrarné stanoveného raného stadia vyvoje lze
pfifadit mnozinu naslednych bunéénych populaci, tvoficich jeden samostatny komplexni
ontogeneticky subklon zahrnujici vSechny vyvojové mezistupné a koncici termindlné
diferencovanymi tkanémi. Klonalni piisluSnost se mize teoreticky vztahovat k jakékoliv

jednotlivé bunice v pribéhu embryonalniho vyvoje.
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Obr. 6. Schéma toti- a multipotentnich embryonalnich kmenovych bunék
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volné podle Abbatista MR a Schena EP: Minerva Med. 95, 411, 2004

Jedinou, v soucasnosti prakticky pouzitelnou analytickou sondou do tohoto systému
vsak predstavuje analysa inaktivace X chromosomu v Zenském organismu, umoznujici
stanovit prislusnost k dvéma zakladnim megaklontiim, z nichz jeden je charakterizovan

inaktivaci paternalniho, druhy inaktivaci maternalniho chromosomu (techniku viz. nize).
Jejich teoreticky pomér je 1:1, ale je velmi Casto rtizn€ pozménén (skewing, viz. obr. 7,8,9).
Zakladni proces inaktivace X chromosomu se odehrava v dobé preimplantacni (cca. na
urovni blastuly — tedy fadové desitek bunék). Samotny proces X inaktivace je ireversibilni
(viz. téz dale). Pomér obou nésledné vznikajicich populaci bun¢k se v§ak mize dale ménit
v prubéhu embryogenese klondlnim zvyhodnénim bunééné populace s jednim typem X
inaktivace. Velikost prislusnych tkanovych okrskit miize tedy byt znacné individualne

J 24

variabilni. Pokud vytvari kompaktni formu, pouZziva se pro ni ¢asto termin ,,patch* (skvrna)
Existence téchto okrskl a jejich variabilita je téZ vyznamnym faktorem pro pochopeni odchylnosti
fenotypu X-vazanych genetickych poruch u zen (konvencéné ,,nosi¢ek®, biologicky/biochemicky analogickych
mosaikovym hemizygotlim), kde charakter fenotypu, resp. tizi a charakter postizeni uréuje pomér mezi
inaktivovanym X chomosomem a nesoucim mutaci v ur¢itém genu a inaktivovanym X chromosomem
normalnim (viz. nize).
Typ inaktivace tedy naznacuje ontogenetickou pfislusnost k jedné z malé skupiny
buné¢k na urovni blastuly, kdy k inaktivaci X chromosomu doslo, nebo jinak feceno
k jednomu z vyslednych megaklonti (s inaktivovanym paternalnim nebo maternalnim

chromosomem) dospélého organismu, definovaného typem X inaktivace. Tento priikaz neni

sensu stricto pritkazem monoklonality, nybrz zcela zakonité pritkazem oligoklonaliy vzhledem
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k tomu, zZe nemiizeme rozeznat bezné dostupnymi technikami mezi primdrni skupinou
embryondlnich bunék na urovni blastuly, kdy k inaktivaci doslo (minimalni pocet bunék cca.

16).

Obr.7. V tomto hypotetickém piipadé kdy dochazi k inaktivaci na nejc¢asnéjsi urovni dvou
bunék. Lze tedy rozdélit vSechny buiiky podle X inaktivace na dva stejné velké vyvojové klony.
Pomér je tedy primarné 1:1; nasledné se miiZze pomér zménit pouze ristovym zvyhodnénim
jednoho z klont
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Obr. 8. X inaktivace, probihajici na irovni vét§iho poc¢tu bunék (zde 28 bunék)

v poméru 1:1; buiiky v organismu nelze tedy podle typu X inaktivace priradit k jediné
buiice (viz. predchozi schéma), ale k nékteré ze dvou skupin 14 embryonalnich
kmenovych bunék podle inaktivace X chromosomu
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Obr. 9. Inaktivace X chromosomu na urovni 28 bunék v poméru 5:2 ve prospéch
inaktivace paternalniho chromosomu. Jejich nasledny pomér se miiZe, jak zminéno
shora, nasledné zménit zvyhodnénim jednoho z kloni
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Chimerismus. Experimentalné lze sledovat klonalitu pouzitim bunéénych chimér,
generovanych vstiiknutim a fusi allogennich kmenovych embryonalnich bunék, vykazujicich
specifitu sledovatelnou v jejich naslednych generacich, do blastocysty. Jde tedy o fusi dvou
embryonalnich subklonii v riizném pomeéru. Nové se ukdzalo, ze organismus matky mohou
kolonizovat kmenové bunky plodu, jako jeden z projevii moznosti transplacentarni migrace
bunck do matetského organismu. Pak neni ptekvapenim, ze v Zenskych tkdnich (XX) mohou
byt identifikovany klony s muzskych karyotypem (XY)

Mosaicismus je stav, kdy je ¢ast bunécné populace jednoho organismu mutovana,
takze jde o urc¢itou podobnost s keramickou mosaikou. Jde bud’ 0 mosaicismus somaticky,
vznikly mutaci na né€kterém stupni embryondlnich kmenovych bunék a propagujici se v ramci
prislusnych ¢asti postizeného vyvojového klonu, nebo gonaddalni, postihujici ¢ast
zarodeCnych bunék. V obou piipadech jde o mutace v genomické DNA. Mutace
v mitochondrialni DNA, vznikajici na tirovni embryonalni se propaguji nerovnomérné se
vznikem rizného poméru mezi mutovanou a nemutovanou mtDNA — mosaicismus

mitochondrialni
Dalsi terminy

Progenitor- bunka s uzsim diferencia¢nim potencidlem nez buitka kmenova a vétsinou jiz bez sebeobnovovaci
kapacity.
Prekursor (ptedchtidce)- spise obecnéjsi pojem. Jde o buiku stojici vyse ve vyvojovém fetézci.

2. Klonalni sloZeni zralych tkani

Z ¢isté klonalniho hlediska lze pohliZet na lidsky organismus jako na unikatni
vyvojovy klon odvozeny ke subklont derivovanych z embryonalnich kmenovych bunék nizsi
hierarchie (pluri- az multipotentnich) které urcovaly zdkladni sméry vyvoje v embryonalnim
obdobi. Po ukonceni nitrodélozniho vyvoje jsou terminalni ¢asti vyvojovych klond tvoficich
jednotlivé organy, slozené z cca. 200 bunéénych typli, obnovovany pomoci slozitého
hierarchicky uspotfadaného systému adultnich kmenovych bun¢k (AKB). Jde zejména o tkané
s vysokym stupném obmény jejichz kmenové buiiky maji vysoky klonogenni potencial (klony
trvalé, viz. shora). Jejich pocet a stupent poznani se neustale rozsifuji a upfesnuji (viz. nize).
Z dynamického hlediska je kazda tkan slozena z klonalnich jednotek (jejichz mnozstvi je dano
mnozstvim adultnich kmenovych bunék v dané tkani), ve kterych probiha neustdle na
riiznych urovnich mitoticka aktivita a diferenciace minimalné v jedné bunecné linii. Tyto

klonalni systémy jsou zdrojem fysiologické obmény i regeneracni aktivity ptislusnych tkani.
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Lze tedy shrnout, Ze v diferencovanych adultnich tkanich je mozZné rozliSovat
dvoji klonalni prisluSnost: vyvojovou (viz. nize), vztahujici se
retrospektivné(,,anamnesticky*) k urc¢itym embryonalnim kmenovym buiikam (spojeni
je s nimi pochopitelné jiZ neexistuje) a lokdlni, vztahujici se k lokalnim kmenovym

buiikam adultnim.

Vztah mezi vyvojovou klondlni prislusnosti a adultnimi kmenovymi buitkami. Lze
shrnout, Ze systémy adultnich kloni (jejich adultni kmenové buiiky) vznikaji ze systému
embryonalnich kmenovych buné€k (obr.10, 11) - jsou jejich nésledniky. Embryonalni
kmenové buniky dominuji pfed stadiem organogenese, kdy jsou nahrazovany adultnimi
kmenovymi bunikami. Retrospektivné Ize fici, Ze adultni kmenové buiiky (a tim cely klon z
kazdé z nich vznikajici) maji vyvojovy vztah k nékteré z nej¢asnéjsich inicialnich
totipotentnich bun€k ¢asného embrya. V souc€asnosti to 1ze urcit pouze v zenském organismu
podle X inaktivace paternalniho nebo maternalniho X chromosomu. Situace je znazornéna na

nasledujicich obrazcich (obr. 10,11).

U AKB nebyl nalezen zadny specificky fenotypovy znak, Ize je v§ak definovat pomoci
pritkazu nékolika znakti souc¢asné. Kromé toho je pro fadu z nich typicka resistence vuci
anoikis (ztratou adheze indukovana apoptoza) a ptitomnost membranovych proteinii
schopnych pumpovat z cytoplasmy xenobiotika, coz Ize povazovat za ochranu kmenovych

bun¢k pred poskozenim.



Obr. 10 A-C ZjednoduSené schéma vztahu mezi embryonalnimi (¢erné krouzky) a
adultnimi kmenovymi buiikami (bilé krouzky). A pribézny stav embryonalniho vyvoje
pred vznikem kmenovych bunék adultniho typu (jejich budouci pfitomnost naznacuji
¢arkované Sipky); B demonstrace soucasné pritomnosti obou typi kmenovych bunék:
embryonalnich, divajicich vznik adultnim kmenovym buiikam; C postnatalni stav, kdy

jsou pritomny pouze adultni kmenové buiiky a jejich permanentni klony
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Obr. 11 A-B Vztah mezi vyvojovym klonem a permanentnim klonem adultnim.

Oproti shora uvedenym schématim jsou zde adultni tkané presentovany jako
permanentni adultni klony zaloZené na adultnich kmenovych buiikach: A schematicky,
B integrované do tkani; mezistadium pluripotentnich embryonalnich kmenovych bunék
je pro jednoduchost vynechano

X
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V nasledujicim textu jsou shrnuty soucasné zakladni poznatky o klonalité lidskych
tkani za norméalniho stavu s vétSim diirazem na systémy lokélnich adultnich kmenovych

bunék.
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Hemopoeticka dren kostni je slozena ze systému vyvojové polyklonalnich adultnich
kmenovych bunék. Podle matematické kalkulace procesu X inaktivace je cely lidsky
hemopoeticky aparat derivatem Sesti az devatendacti, nejpravdépodobnéji deseti
embryonalnich kmenovych bun¢k. Odhaduje se, Ze hematopoetické kmenové buiiky tvoii
jednu desetitisicinu bun¢k dfené kostni. Jen ¢ast z celkového mnozstvi kmenovych bunek
udrzuje v daném Casovém intervalu normalni hematopoesu dospélého ¢lovéka. Jejich
mnozstvi se odhaduje fadove na stovky (cca. 400-100). Hematopoetické kmenové buiiky jsou
cetné ve fetdlnich jatrech. Urcité ¢ast cirkuluje po cely Zivot v periferni krvi. Kompletni
klonalni jednotka zalozena na pluripotentni kmenové butice zahrnuje jak linii lymfocytarni
tak linii dfefiovych krevnich bunék, je schematicky uvedena na obr.12. Na niz§im stupni jsou
intermediarni progenitorové buiiky s uzsim diferenciacnim potencidlem, omezenym na urcité
linie (v ptipad¢ hemopoetického klonu diené kostni jsou CFC — colony forming cells). Tyto
progenitorové buiiky jsou schopny vyrazné mitotické expanse pod vlivem specifickych
rustovych faktort. Jejich zivotnost (selfreplikace) je v§ak omezena.

Funkéni kapacita hemopoetického klonu je ziejmé prekvapive velka.

Z experimentalnich studii vyplyva, Ze krvetvorbu u mysi mize po fadu mésict udrzovat
jedina kmenova burika. BéZnou hematopoesu udajné udrzuje u mysi okolo 60 kmenovych
bunék.

Obr. 12 Komplexni klon hemopoetické tkané
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Kmenové bunky dien¢ kostni exprimuji VEGF receptor typu 2 (VEGFR-2). Uznavanym
markerem hematopoetickych progenitorovych bunck je molekula CD34 (fenotyp
CD34+/CD38-). Cast jejich populace je fixni, ¢ast cirkuluje krevnim fe¢istém. Jejich
mnozstvi v krvi 1ze zvysit podanim urcitych cytokint. BliZe je o hemopoetickych kmenovych
bunkach pojednano ve velmi obsahlé¢ literatuie.

o Mitoticka aktivita nejvyssi kmenové bunky diené je nizka (jako u kmenovych bunék
obecné — viz. vyse). Odhaduje se Ze jeji frekvence mitos je jedna za cca. 42 tydnii, coz
je cca. 100x za Zivot (cca. 80 let)

o Transplantaci diené kostni se prenasi hemopoetické klony darce do drené kostni
prijemce. Biologické dusledky tohoto procesu jsou dany v nejobecnéjsim slova smyslu
vitalitou kmenovych bunek prenaseného klonu (hemopoetickych a lymfopoetickych)

o 7 nekolika experimentii vyplyva, ze i prekursory cévnich endotelialnich bunék maji
ptivod ve dreni kostni a Ze maji potenciondlni vztah k systému hematopoetickych
kmenovych bunek

System kmenovych bunek v lymfatickém systému je podstatne méné prozkouman
Lymfaticky systém sdili spole¢nou KB s hematopoetickym systémem (KB o nejvyssi
hierarchii). Tato KB o nejvyssi hierarchii je lokalisovana ve dfeni kostni v subendostéalni
oblasti. Dava vznik kmenové b. myeloidni a kmenové b. lymfatické. Vrcholna KB
lymfatického systému dava vznik kmenovym buitkam T a B lymfatické fady (viz. obr.12).
Jejich produktem jsou dfefiové pre B a pre T progenitory.

Prekursory B lymfocytl (pre-beta lymfocyty) podléhaji selekcei jiz ve dieni kostni.
Poté migruji do periferie jako naivni B lymfocyty do struktur periferniho lymfatického
systému (sleziny, lymfatickych uzlin, MALT systému)

V ptipadé¢ T lymfocytarniho systému putuji diefiové prekursory do cirkulace,
kolonisuji thymus, kde podstupuji selekci, prostupuji korou a dfeni thymu, odchézi do obéhu
jako naivni T lymfocyty a kolonisuji periferni lymfatickou tkan (lymfatické uzliny, slezinu,
MALT). V této fazi (tedy po priichodu thymem) by se méli diferencovat na samostatné
(nezavislé) linie (subtypy) cytotoxickych, pomocnych a regula¢nich lymfocytt. Tyto linie,
které ptedstavuji ,,commited cell lines*, vznikaji doposud ne zcela objasnénym mechanismem
z prekursortd, které nejsou rovnéz zcela jednoznaéné definovany, ale jejichz existence je
uznavana. V reakci na urcity antigen je sloZeni vysledné populace T lymfocytli dano
klonalni expansi antigen-specifickych bunék, tak i etablovanim pamétovych bun¢k. Pomér

mezi vyse zminenymi ,,liniemi‘ je vyslednici historie antigennich zasahii.

NK bunky, byt’ blizké cytotoxickym T lymfo maji odliSny piivod, velmi pravdépodobné jako

samostatnd linie z kmenové buiky vyssi trovné.Obnova bun¢k lymfocytarnich systémi je dana piilezitostnim
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vstupem lymfocytt periferniho systému do bunééného cyklu. V pribéhu zivota dochazi k pozvolnému

dopliiovani z kmenovych buné€k kostni diené.

V tenkém a tlustém strevé jsou klondlnimi jednotkami stfevni krypty. Progenitorem
bunécné populace téchto strukturalnich jednotek jsou kmenové buiiky, lokalisované pfi basi
krypt, davajici vznik v§em bunéénym typtim v krypté existujicim (Panethovy buiiky,
enterochromafinni bunky endokrinni, kolonocyty/enterocyty, poharkové buiky). Kmenové
buiiky jsou v izkém biologickém vztahu s mesenchymalnimi elementy v sousedstvi krypt.
Systém kmenovych buné€k krypt GIT je vyvojové polyklonalni . Bylo to prokazéano jak typem
X inaktivace, tak experimenty pomoci bunéénych chimer. Zivotnost klonu patii k nejkratsim
v organismu. Obména epitelu tenkého stieva trva cca. 2-5 dni.

Zaludecni sliznice v oblasti fundu. Kmenové buiiky jsou lokalizovany v oblasti kréku
(isthmu) zlazek. Dcetfiné derivaty putuji jednak smérem k povrchu sliznice (hlenovy epitel)
jednak k basi zlazek (vznik hlavnich, parietalnich a endokrinnich buné¢k). Existuji doklady pro
monoklondlni charakter jednotlivych zldzovych tubulti.

U mysi bylo zjisténo, ze podobné jako v stievnich slizni¢nich kryptach jsou zprvu zaludeéni zlazky polyklonalni
(z vice adultnich lokéalnich kmenovych buné¢k), pozdéji postnatalné prevazné monoklonalni.

Jaterni tkan ma klonalni zéklad v tzv. ,,ovalnych* kmenovych buiikéch, situovanych
na periferii lalticku, ze kterych se odvozuji jak struktury jaterniho lalic¢ku (hepatocyty), tak
struktury perifernich Zluovych cest. Obména jaterniho lalticku trva cca. 1 rok. ZvlaStnost
klont jaternich je v tom, Ze za numerickou expansi (hyperplasii) klonu jsou zodpovédné
zejména dcefinné intermediarni populace (v jaternim lalticku tedy zralé hepatocyty), jejichz
mitotickd aktivita kompensuje vétSinu ztrat. Pouze za stavii rozsédhlych nekros jsou masivné
aktivovany periferni kmenové buiiky (tzv. ovalné bunky), ddvajici vznik strukturam,
sdruzujicim rysy jak hepatocytd, tak malych zlu¢ovodu (tzv. pakanalky). Existuje fada
dokladi, podle kterych jsou cirkulujici kmenové buiiky diené kostni (viz. shora) posledni

moznosti regeneracniho zdroje pii tézkych jaternich destruktivnich procesech.
Velikost vyvojového klonalniho okrsku jaterni tkdné€ neni znama. Nepiimo Ize na néj usuzovat z pfitomnosti
dispersnich okrskl postizenych hepatocyt pii X vazanych enzymopatiich, napf. mocovinného cyklu (deficit
OTC)
o Priselhani jaternim je pouzivand stdle vice infuse suspensi hepatocytit pro preklenuti kritického obdobi
pred transplantaci celého organu. Delsi Zivotnost hepatocytii podminuje efektivnost této alternativni

Jormy transplantace. Urcitou roli miize hrat i stupen primési kmenovych bunék.
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V prostaté jsou zakladem epitelidlnich klont basalni kmenové bunky, znamé vysokou
expresi tzv. vysokomolekularniho cytokeratinu . Tyto ddvaji vznik linii Zlazového epitelu a
linii neuroendokrinnich bunék. Okrsky vyvojovych klont studované pomoci bunéénych
chimér u mysi ukézaly, Ze naprosta vétSina vznikajicich duktalnich jednotek je vyvojové

monoklonalni.

Vystelka organii mocového a pohlavniho systemu. Existuje piedpoklad, ze celé lidska
sliznice moc¢ového méchyfte je tvofena mosaikou 200 - 300 okrskt, nalezejicich ptislusné
epiteliadlni adultni kmenové burice lokalisované v basalni vrstvé. Tento systém kmenovych
adultnich bunék je vyvojové polyklonélni. Vyvojovy klondlni okrsek m4, podle X inaktivace
velikost okolo 1 cm’ (komplex 2x10° bun&k). Podobng veliké okrsky v moGovém méchyii
byly zjistény u chimerické mysi.

Studium bunéénych mySich chimér zamétené na vyvojovou klonalitu urogenitalnich organt ukazaly, ze
vaginalni epitel je mosaika, podobné povrchovy epitel délozni sliznice, zatimco zlazky endometria byly vzdy

monoklonalni. Vyvody nadvarlete a ostriivky sliznice semennych vackt byly mono- i polyklonalni.

V epidermis (a sliznici kryte dlazdicobunécnym epitelem) jsou zdkladem klonalni
struktury kmenové buniky o rozdilném stupni hierarchie v basalni vrstvé epidermis,
produkujici buiiky intermedidrni zony spinosni a jejich keratinisované derivaty (v ptipadé
rohové&jiciho epitelu kiize). Rada pozorovani svédéi pro to, Ze jejich distribuce v basalni
vrstve je loziskova a rozdilné v riznych oblastech kiize. Kazd4 kmenova buiika a tvoii se
svymi derivaty jednotku zvanou EPU (Epidermal Proliferation Unit). Kmenové buiiky tvofi
mezi 10 - 40% bunck basalni vrstvy. Pfedpoklada se, ze maji vyssi obsah a3 a a3
integrind. Obmeéna epitelu epidermis se odhaduje na cca. 12-30 dni. Kmenové buiiky v basalni
vrstveé predstavuji dispersni populaci, jejiz Cetnost neni pesné znama. Derivaty téchto
basalnich kmenovych bunék se pohybuji horizontaln¢ a nasledné pak vertikalné, jak je tomu u
vSech povrchovych epitelti. Suprabasalni populace keratinocyti maji mirné diferencovany
fenotyp a odpovidaji obecné zoné ,,transient amplifying cells* klont.

Kmenovou butikou ve viasovém folikulu jsou keratinocyty zevni epitelové pochvy. U
mysi i u ¢lovéka jsou lokalizovany v hrbolkovitém ztlusténi epitelu v oblasti spojeni
pilosebaceosni jednotky (stejnd vySe jako pfipojeni musculi arrectores pillorum; angl. bulge
region). Podle nékterych pozorovani jsou kmenové bunky vlasového foliklu hierarchicky

nadfazené kmenovym buiikdm epidermalnim a mohou byt jejich zdrojem.
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Viasovy folikul se nevyrazné lisi od ostatnich tkani regeneracnim cyklem. Zatimco ostatni tkané
regeneruji kontinuadlné, vlasovy aparat podléha zhruba 8-10 kompletni regeneraci.Faze: katagen (zanik
programovanou bunécnou smrti), nasledovana klidovou fazi (telogen — trayni 1-4m) a fazi ristu nového viasu
s wtlacovanim vlasu predchozi faze (anagen — doba trvani 2-6 let).

Burniky mazovych zlazek jsou pod separatni kontrolou vyvoje z kmenovych bunéek ,, hrbolku* (bulge region)
Pokud jde o dalsi bunky lokalisované v epidermis, Langerhansovy buiiky jsou pavodu
hematogenniho; melanocyty jsou ptivodem z neurdlni liSty, ale jsou doklady i pro jejich
puvod z nedavno popsané separatni pluripotentni kmenové buiiky vlasového foliklu
pochézejici z neurdlni listy, ze které velmi pravdépodobné vznikaji i buitky Merkelovy.
Podle matematickych analyz je kiize derivatem okolo 15 embryondlnich kmenovych bunék.

Predpokladaji se monoklonalni vyvojové okrsky (podle X inaktivace) v rozsahu 20-350 basalnich keratinocytil.

Tzv. Blaschkovy linie predstavuji pasovite usporadané klony epidermalnich melanocytit

Epitel rohovky. Kmenové buiiky rohovkového epitelu jsou lokalisovany v oblasti
limbu. Jejich derivaty se posunuji smérem ke stiedu rohovky, kde davaji vznik povrchnim
epitelovym vrstvam. Transplantat centralni ¢asti rohovky je tedy postupné nahrazen novymi

generacemi epitelu z limbalnich kmenovych bunék.
V pripadé geneticky podminénych defektii rohovkového epitelu spojenych se zakalem rohovky resi tedy
transplantat rohovky situaci pouze docasné — do doby, kdy epitel donora nahradi pivvodni geneticky defektni

epitel prijemce.

Laltcek mlécné zlazy predstavuje podle dosavadnich studii komplexni klon s nékolika
relativné samostatnymi klonogennimi etdZzemi. Experimentalni studie nasvédcuji existenci
vrcholné kmenové buiiky, kterd, je-li transplantovana, mtze dat vznik celému lalticku.
Zaroven bylo prokazano, Ze lobuly i vyvody maji odliSné progenitory. X inaktivacni studie
prokézaly uniformitu inaktivace maternalniho nebo paternalniho X chromosomu
v jednotlivych lobulech.

V délozni sliznici jsou lokalisovany kmenové buiikky na basi Zlazek. Je pozoruhodné,
ze podle X inaktivac¢nich studii jsou monoklonalniho vyvojového ptiivodu.

Slinivka brisni. Existuje fada dokladt pro existenci kmenovych bun¢k v oblasti tubull
(dle nékterych autort i acinil), z nichz se derivuje jak acindrni, tak tubuldrni ¢ast exokrinniho
parenchymu. Experimenty na krysach prokazaly, ze tyto kmenové buniky jsou pluripotentni a
maji schopnost se diferencovat i v buiiky jaterni. Pfisuzuje se jim 1 vznik endokrinniho

aparatu pankreatu (isolovanych a ostrivkovych endokrinnich bun¢k).
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Endokrinni beta butiky jsou mitoticky velmi mélo aktivni v dospélém organismu, takze i
jejich regeneracni aktivita je velmi omezend. Dnes jiz existuje fada pozorovani
nasvédcujicich, Ze regeneracni zdkladnou Langerhansovych ostriivkl jsou zminéné tubularni
kmenové buniky. MnoZi se vSak i studie dokladajici mesenchymalni povahu kmenovych

buné¢k pankreatu.

Otazka kmenovych bun¢k v plicich neni doposud jednoznacéné roziesSena.
V bronchidlnim stromu a priidusnici jsou lokalizovany v basalni vrstvé respiracniho epitelu.
Ptredpoklada se, Ze jsou prekursorem jak epitelialnich bunék bronchialni sliznice
(pohérkovych bunék, fasinkového epitelu), tak bunék neuroendokrinnich. V bronchiolech
predstavuji kmenové buiiky pravdépodobné bunky Clarovy, v alveolech jsou za kmenové
buniky povazovany pneumonocyty II typu (pneumonocyty typu I jsou terminalni

postmitotické elementy).

Ledviny. Otazka ptitomnosti kmenovych buné€k adultniho typu v ledvinach byla po
dlouhou dobu zcela nejasna. Z nejriznéjsich experimentd zalozenych na destrukci
proximalnich sto¢enych kandlki vyplyvalo, Ze regeneracni zonou v této oblasti nefronu se zda
byt segment S3, piestoze je z celého proximalniho tubulu nejcitlivéjsi na ischémii. V nedavné
dobé¢ byla prokazana regenerace tubularniho epitelu ze stromalnich bunék a to ptimo nebo

nepiimo, cestou mesenchymalni kmenové buiky dfené¢ kostni.

O velikosti vyvojovych klonii v lidské ledvine nejsou rovnéz k disposici zadné udaje. U chiméricke mysi
byla zjistena polyklonalita jak epitelu Bowmanova vacku epitelu, tak v pribéhu nefronu, stejnée tak v systému
sbéracich kanalki. Studie vsak byla provedena v Fezech, takze chybi informace o jednotlivych nefronech v jejich
priibéhu. Velikost vyvojovych klonii by prispéla k lepsimu chapani patologie nékterych geneticky podminénych X

vazanych nefropatii, napr. u Fabryho nemoci.

Kmenové buriky v jinych nez epitelovych tkanich

Mesenchymové kmenové burnky. Existuje fada pozorovani svédcicich pro pfitomnost
mesenchymovych KB adultniho typu. Prozatim nejvétsi mnozstvi informaci existuje o téchto
buiikach isolovanych z kostni dfen¢, ale byly isolovany i z vaziva mimo dfen kostni, z tukové
tkané a z fady dalSich tkani. Téz z periferni krve. Tyto buiiky ptedstavuji zvlastni populaci
nediferencovanych pluripotentnich bunék, které v tkanové kultuie, oprostény od vlivu
hemopoetické tkan€ a za urcité stimulace, davaji vznik liniim chondrocyti, osteoblastil,

adipocytt a fibroblastl. Transplantovany do jinych organi jevily pozoruhodnou pluripotenci.



23

Vztah k hemopoetickym kmenovym bunkam se piredpoklada jen ve smyslu spoleéného
prekursora a vzajemného ovliviiovani. Podle nékterych pozorovani osidluji cirkulujici
mesenchymové kmenové buiiky rizné organy a i¢astni se regenerace a fibroplastickych

procestl.

Pokud jde a hladké svalové buiiky nejsou k disposici udaje o jejich piipadnych
adultnich kmenovych butikdch. Autofi popisujici varianty hladkych svalovych bunék typu

N9

»pacemakert svaloviny stievni pifedpokladaji, ze maji spole¢ny prekursor se standardnimi

buitkami hladkého svalu v ,,mesenchymalni kmenové burnce®.

V ptipad€ melanocytii existuji dvé teorie. Podle Cramera jsou kmenové bunky
melanocytti lokalizovany v perineuriu koznich nervli v jejich terminalni subepidermalni ¢asti.

Podle jinych jsou kmenové buitky melanocytt (u mysi) lokalizovany ve vlasovych folikulech.

Endotelové bunky . Vyzkum poslednich let potvrzuje existenci cirkulujicich
endotelovych prekursorti, pivodu z dfené kostni, které ziejme vyznamnym zptisobem
ptispivaji k regeneraci endotelidlnich defekt cévni stény. Experimentalné bylo prokazano, ze
u zvifat jimz byla voperovana cévni protéza doslo k jeji endotelisaci buiikami transplantatu
dren¢ kostni. Problematika cirkulujicich difenovych endotelidlnich prekursort je predmétem
intensivniho vyzkumu. Pfedpokladé se spole¢ny prekursor s hematopoetickou kmenovou
buiikou, ktery by pretrvaval z embryonalniho obdobi (spole¢ny prekursor hemangioblast) i

postnatalng a ktery by zaroveinl vysvétlil i sdileni spole¢nych molekul CD34.

vvvvvv

klonu u chronické myeloidni leukemie podle pritomnosti Ph chromosomu. Rovnéz existuji ditkazy pro kolonisaci

endotelu akceptora buiikami donora u allogenni transplantace drené kostni.

Fibroblasty. Nové pohledy naznacuji, ze populace fibroblastl je zna¢né heterogenni.
Dokonce 1 v tak definované populaci jako jsou dermdlni fibroblasty 1ze nalézt vyznamné
rozdily podle mista vyskytu. To ponékud ztéZuje jednoznacné zavéry o povaze jejich
kmenové buiiky. Podle poslednich nazort je ji jednak mesenchymalni kmenova buiika at’ ve
dreni kostni (resp. tato bunka po ptechodu do cirkulace) nebo v jiné lokalisaci (viz. nize). Byl
prokéazan i1 vznik fibroblast pfeménou z epitelu (epithelial mesenchymal transition). V ¢asti

hlavové oblasti jsou fibroblasty odvozeny z bunék neuralni listy.
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Klonalita v tzv. postmitotickych tkanich

Kmenové buriky v nervovém systému. V. CNS jsou studovany kmenové buriky,
isolované z fetalnich mozkd, a jejich schopnost viceliniové diferenciace jak v podminkach
tkanové kultury tak po allo- nebo dokonce xenogenni transplantaci do riznych oblasti mozku.
Ukazuje se, Ze lokalni faktory mohou zasadnim zptisobem ovlivnit jejich diferenciaci a mistni
zapojeni téchto bunék. Uspésnost doposud uskutenénych studii otevira obrovské moznosti
transplanta¢ni buné¢né terapie neurodegenerativnich onemocnéni (viz. literarni odkazy).

Populace neuronil zralé mozkové tkan¢ je tradicn€ povazovana za typicky piiklad
postmitotické tkan€. I kdyz toto plati nepochybné o diferencované neuronalni siti, existuji
nezvratné dikazy o pfitomnosti typickych kmenovych adultnich bunék v savéim mozku. Ty
byly prokézany v adultnim lidském i v krysim mozku v subependymalni oblasti,
v hippokampu a ve striatu. Vykazovaly schopnost diferenciace gliové a neuronalni v tkanové
kultufe a po reimplantaci zpét do mozkové tkdné. Ependymalni buiiky jsou nékterymi autory
povazovany za kmenové neuralni buiiky (viz. doporucena literatura). Podle sttizlivych
odhadd v mySim a krysim mozku vznikéa kazdodenné jeden novy neuron na 2000 neuronti
existujicich.

Analysa vyvojovych klonii (podle X inaktivace) mozkové kiiry mysi pomoci bunécnych chimer ukdzala
existenci radialné upordadanych prouzkii, v nichz dominuje jeden klon neuronii a glie. Klonalita mozeckovych

Purkynovych bunék, studovana X inaktivaci u mysi s deficitem G6PDH ukdzala silnou promiSenost neuronit s

materndalni a paternalni X inaktivaci.

Pokud jde o srdecni sval, neexistuji zadné presveédCivé tdaje o existenci kmenovych
buné¢k adultniho typu, i kdyz existuji ur¢ité naznaky jejich ptitomnosti v myokardu
laboratornich zvitat. O existenci pfipadnych vyvojovych klondlnich okrskl neni znamo nic

podstatného.

Na tzv. reservni bunky v kosternim svalu je nutno pohlizet spise jako na zasobni
reaktivni klony s omezenou zivotnosti. Existuji v§ak pozorovani svéd¢ici pro jejich

selfreplikacni schopnost.

Zavérecna poznamka. Ptehledné referaty o biologii kmenovych bun¢k se shoduji

v tom, Ze vedle vlastnich kmenovych bun¢k v kazdém organu je, zejména u reparativnich a
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regenerativnich procesti, mozné pocitat s ti¢asti kmenovych bun¢k dfen¢ kostni

(mesenchymalnich i hemopoetickych) jako posledni regeneraéni reservou (viz. téZ nize)

3. metody identifikace klonu - klonalni markery

Soucasné piistupy k pozndni klonality procesu ¢i klonality urcitého buné¢ného
procesu jsou pomérné omezené.

Nejcastejsim pristupem je stale priikaz stupné inaktivace X chromosomu — tedy
ptislusnost k jednomu ze dvou rannych vyvojovych klonl. Za stejnou klonalni prislusnost se
povazuje inaktivace stejného typu X chromosomu, at’ paterndlniho nebo maternalniho (obr.
12). Je ziejmé, Ze tento pristup je mozny pouze v zenském organismu. Nejpouzivanéjsim
piistupem se stalo vySetfeni metylace CpG ostriivkd na X chromosomu v jejichZ blizkosti se
nachazi vysoce informativni polymorfismus, pomoci kterého je mozné odlisit oba
chromozomy. CpG ostritvky jsou na aktivnim X aZ na vyjimky nemetylované,
heterochromatin neaktivniho X je vysoce metylovany. V souasnosti je nejCastéji vyuzivan
délkovy (STR) polymorfismus v promotorové oblasti genu pro androgenovy receptor
(HUMARA - human androgen receptor). Mira metylace DNA se obvykle zjistuje pomoci
restrikénich enzymi citlivych na metylaci. (obr.13). Kompletni metylace jednoho z
chromozomt svéd¢i pro to, ze ve vySetfovaném vzorku jsou pfitomny bunky patiici do

jednoho klonu.

Obr. 12 schéma dvou extremnich forem inaktivace X chromosomu
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Obr. 13 priikaz inaktivace X chromosomu
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Teoreticky lze vyuzit i detekci virovych insertii v dcefinnych populacich
infikovanych bunék. Jako marker je v8ak nutno brat misto inserce viru, ne pouhou pfitomnost
viru. Dale pfitomnost somatické mutace, strukturni chromosomalni aberace nebo
nejriznéjsich alelickych polymorfnich markeri v heterozygotnim nebo homozygotnim
stavu.

Urcovani klonality pomoci klonalnich produktii: typu lehkych retézci Ig (kappa
nebo lambda) pro posouzeni klonality lymfoproliferativniho procesu s cilem zjistit zda se
jedna o reaktivni (polyklonalni) nebo nadorovy (monoklonélni) proces. Pfitomnost obou
fetézcli svedci pro polyklonalitu, pfitomnost jednoho pro monoklonalitu, nebot’ kazda
imunokompetentni B butika produkuje jeden typ imunoglobulinu.

In vivo pristupy jsou siln¢ omezené. Jde pouze o sledovani vznikajicich populaci
jediné buiiky ptenesené do tkdrnové kultury. Experiment vyuZzivajici techniku vytvoteni
tkanové chimery a sledovani distribuce klonu derivovaného z implantované pokusné
embryonalni kmenové buiiky v hostitelském organismu. Podminkou je oznaceni pokusné

embryonalni bunky vhodnym sledovatelnym markerem.

Vyznam znalosti klont
Vyznam teoreticky

Znalost klonli umoznila 1épe poznat podstatu rady biologickych procesii, véetné
nadorové transformace bunky (viz.. oddil nadory). U X vdzanych genetickych poruch ma

velky vyznam znalost embryonalné zalozené X vazané klonality pro pochopeni
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interindividualni variability klinického obrazu u tzv. nosi¢ek. U takto postizenych zen
postihuje mutace ve vétSiné piipadi maternalni X chromosom (proto jsou Zeny pienasecky).
Paternalni homolog je postizen vzacné (v takovych ptipadech je otec bud’ manifestni
hemizygot nebo je nepostizen somaticky, ale ma mutaci v zarode¢nych bunikéch varlete, takze
cast populace spermii je nositelem mutace. V takovych ptipadech je matka zdrava. Protoze
jeden z X chromosomtl je zdkonit¢ inaktivovan a proces inaktivace je ndhodny, miize byt ¢ast
mutantnich X chromosomt (at’ maternalnich nebo paternalnich) v rtizné mite inaktivovana.
Tim maze byt v urcité sadé bunck funkéni pouze normélni chromosom X, pokud je
inaktivovan X chromosom nesouci mutovany gen zatimco v sad¢ bunék, kde je inaktivovan
X chromosom nesouci normdlni gen je aktivni mutantni chromosom X (obr. 14). To ma za
nasledek, Ze zensky organismus, postizeny X vazanou poruchou je mosaikou slozenou

z buné€k biochemicky normélnich (inaktivace mutovaného X chromosomu) a deficitnich
(inaktivace nepostizeného X chromosomu). Zensky organismus je tak mozné biochemicky
ptirovnat k mosaikovitému hemizygotovi. Klinickd manifestace je tim ovlivnén tak, ze podle
procesu inaktivace X chromosomu je Zena bud’ postizena minimalni (subklinicky) nebo
maximalné (jako muz — hemizygot). Ve hte je pravdépodobné jesté n¢kolik dalsich faktort,
napft. zvyhodnéni biochemicky deficitni nebo normalni butiky a jejich kvantitativni narast. I
tak (v ptipad¢ X vazanych lysosomélnich enzymopatie) existuji vyznamné rozdily ve stupni
postizeni napt. mezi mukopolysacharidosou typu II (nemoc Hunterové) a Fabryho nemoci.

V prvém pfipadé€ je manifestace u postizenych Zen minimalni a vzacna, oproti Fabryho

nemoci, kde je manifestni postizeni velmi Casté.

Obr. 14. schéma situace u X vazané genetické poruchy v Zenském organismu
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Dale je to skutecnost, Ze jakakoliv zména, postihujici kmenovou buiiku, at’ uz ptizniva
(napft. dtsledek genové terapie) nebo nepiizniva (onkogenni mutace) je dlouhodob¢ fixovana
po dobu jeji Zivotnosti, ktera je teoreticky trvald. Je to dano tim, Ze se kmenové bunky udrzuji
systémem asymetrickych mitos (viz. shora). Obracen¢ fe¢eno, zmény postihujici pouze
dcefiné populace v klonu nemaji moznost se v klonu zafixovat a jejich trvani je shodné
s trvanim Zzivota téchto bunék.

Na velmi redlnou moznost existence klonality je nutno pamatovat v pokusech
provadénych s tkanovymi kulturami. Jde o nebezpeci prertistani jednoho klonu bungk, ktery
neni representativni - neodrazi charakter in vivo ptitomné bunééné populace (naptiklad

v tkanové kultuie u prenatalni diagnosy X-vazanych poruch)

Prakticky dopad znalosti klonality

Sem patti vyroba monoklondalnich protilatek, vyuzivajici skutecnosti, ze kazda
imunokompetentni B buiika mé schopnost vytvaret protilatku jednoho typu (proti jedinému
epitopu sledovaného antigenu, kterym byla imunisovana). Podstatou technologie vyroby je
isolace jedné kompetentni B buniky (plasmocytu) po imunisaci celého organismu
experimentalniho zvitete (nejcastéji mysi) a jeji fusi s buiikou plasmocytomu, jehoz vlastni
synthesa imunoglobulinu byla potlacena. Timto je zaruc¢ena klonalni (monoklonalni) expanse
jediné fusni buiky, jejiz expansi zajist'uje nadorovy charakter plasmocytomu a typ protilatky
zamitfené pro jedinému epitopu stimulovany plasmocyt experimentalniho zvitete.
Polyklonalni protilatky se 1isi tim, ze jde o smés monoklonalnich protilatek, produkovanych
vSemi imunokompetentnimi buiikami celého organismu po jeho vystaveni studovanému
antigenu. Protilatky produkuje celd mnozina B buné¢k, které se mohou vyznamné lisit tim, ze
byly stimulovany odliSnou ¢ésti (epitopem) antigenu.

Transplantace v nejobecnéjsim slova smyslu je pfenos organu/tkané nejcastéji mezi
jedinci stejného druhu (allogenni). Re¢eno zjednoduseng, jde o pienos intaktniho
integrovaného systému klonti tvoticiho kompaktni transplantovany organ (jatra, dien kostni,
pankreas, plice).

Klasicka transplantace drené kostni, je ptikladem ptenosu pfirozenych suspensi
klonogennich hematopoetickych kmenovych bun¢k do jejich pfirozeného prostiedi — Ize
o¢ekavat, ze v transplantatu jsou kmenové bunky nejriznéjsi hierarchie a ze se do ptijemce

dostavaji mimo standardni série krevnich bunék 1 progenitory krevnich endotelii (viz. shora) a
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obou lymfatickych fad. Pfimés progenitorti lymfatickych tad hraje roli v reakci §tépu proti
hostiteli (GVHD — graft versus host disease, téz GVHR -graft versus host reaction).

Hlavni roli v bezprostfedni akutni reakci hraji existujici zralé T lymfocyty, pienesené v transplantatu (Stépu),
které maji omezenou zivotnost. Pak roli pfebiraji nove vytvorené klony T lymfocytl vytvorené z kmenovych
bun¢k transplantatu. K vzniku t¢zké GVHD nemusi byt pfitomna zadna vyznamnéjsi neshoda v zakladnich

znacich HLA. S vyjimkou jednovaje¢nych dvojéat urcita forma GVDH vznika prakticky vzdy.

Analogii klasické transplantace dfené¢ kostni se stava transplantace suspensi bun¢k
solidniho organu, konkrétn¢ jater, zavadéna jako doCasné feseni jaternich selhani a
predstavujici preklenuti kritického obdobi do dostupnosti klasického organového
transplantatu. Suspense hepatocyta se aplikuji do portalni zily, ¢imz je zajisténa kolonisace
ptirozeného prostiedi jaterni tkang. Zivotnost transplantatu je zajiiténa pomérné dlouhou
zivotnosti diferencovanych hepatocytti, ale bude ovlivnéna i stupném jejich integrace a
v neposledni fad€ i stupném piimési jaternich kmenovych bun¢k v podané suspensi.

Obrovské pole predstavuje vyuziti embryondalnich kmenovych bunék pro vytvareni
nahradnich organu. Zde je vyuzivan obrovsky diferenciacni potencial téchto bunék, ktery je
usmérnovan specifickymi diferenciacnimi molekulami. Jde v podstaté o vytvaieni
modifikovanych (fizenych) subklonil vyvojového typu, vychazejici z isolovanych
multipotentnich EKB pochézejicich z vnitini bunééné masy moruly (viz.. obr. 6)

Klonovani celého organismu lze prakticky zajistit pfenosem bunééného jadra
somatické (diferencované) bunky do neoplozeného vajicka , jehoz jadro bylo pied tim
odstranéné ¢i inaktivované. V tomto jadru musi nastat zruSeni dosavadniho jaderného
diferencia¢niho procesu a k reprogramovani celého biologického vyvojového programu, ktery
byl ,,narusen* procesem diferenciace na jednu ze 200 typti somatickych bunék. Tim se z této
umeéle vytvorené zygoty stane ekvivalent zygoty donora jadra a tento donor ,,se znovu narodi*
jako své jednovajecné dvojce. Pro tento proces je nezbytna dokonald souhra implantovaného
jadra s cytoplasmou vaji¢ka. Rada studii ukazuje, e efektivnéjsi je prenos jadra z buiiky
kmenového typu (adultni kmenova buiika).

Lze si teoreticky predstavit, ze pokud by se podafilo indukovat v oplodnéném vajicku (zygot€)

asymetrickou mitosu, doslo by k prakticky neregulované (nebo regulovatelné) produkcei identickych jedinci.
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4. Klonalni procesy: fysiologie a patologie
4.1. Fysiologie a patologie reaktivnich klonu (reaktivni klon — viz. 1.1).

Reaktivni klony nejsou obnovovany ¢innosti kmenovych bunék oproti klontiim
trvalym.

Nejnazornéjsim prikladem fysiologického reaktivniho klonu je reaktivni klonalni
expanse B a T lymfocytli imunitniho systému, a ndsledné vytvateni specifickych
imunoglobulinovych molekul (protilatek) nebo jinych efektorovych molekul. Tyto buniky
existuji jako zdanlivé homogenni populace v poctu fadové desitek miliontl, kazda z nich
pochazejici z bunék, ve kterych doslo ke genovému preskupeni zajist'ujicimu jedine¢nou
specificitu vazebnych mist svého membranového povrchového receptoru. Po styku buiiky
s konformacné nejlépe odpovidajicim antigenem (nebo antigennim fragmentem) dojde za
spoluprace s dal§imi buitkami imunitniho systému ke klonalni expansi, ktera zajist'uje
adekvatni funkéni odezvu jak po kvantitativni (velikost klonu, secernovany produkt) tak i po
kvalitativni strance. Antigen si ,,vybird* z bunééného repertoaru ty buiiky, jejichz
membranové receptory jevi nejvyssi vazebnou aviditu. Kazda imunokompetentni burka je
schopna na svych membranovych receptorech (nekovalentn¢) vazat takové epitopy daného
antigenu, které maji dostateCnou vazebnou afinitu, reaguje na jediny epitop daného antigenu
produkci jediného isotypu Ig: jeden typ lehkého fetézce, jeden typ tézkého fetézce (zména
molekularniho sloZzeni mize nastat ve smyslu presmyku tézkého fetézce: napt. isotypu M na
isotyp G).

Membranové receptory imunokompetentni buriky jsou schopny (nekovalentn¢)
interagovat s takovymi epitopy dané¢ho antigenu, které maji dostatecnou vazebnou afinitu.
Vazbé antigenniho determinantu s receptorem se rovnéz fika ,,epitop-paratopova“ interakce
(paratop je vazebné misto imunoglobulinové molekuly). Tato interakce tvoii prvotni signal
v slozité posloupnosti bunéénych pochodd, s vysledkem (v ptipadé B bun€k) produkce
imunoglobulinu jediné specificity. Tato specificita je definované sekvenci aminokyselin ve
variabilni ¢asti lehkého a tézkého fetézce. V bunice produkujici imunoglobulin isotypu M,
miZe dojit k tzv. isotypovému pfesmyku na isotyp G, ptic¢emz geneticka informace kodujici
variabilni ¢ast lehkého a tézkého fetézce (a tedy vazebného mista) ziistava nadale zachovana,
ale geneticky usek kodujici konstantni ¢ast tézkého fetézce je nahrazen konstantni casti
charakteristickou pro isotyp G. Tato zména je ireversibilni.

Reakce buiiky i celého klonu zaméteného na jeden epitop je tedy zakonité
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monoklondlni, pficemz ale plati, ze urcity epitop je schopny reagovat s buitkami v ur¢itém
rozmezi receptorovych afinit, takZe imunitni odpovéd’ — i na jeden epitop - z hlediska celé
bunécné populace mize byt polyklonalni nebo alespon oligoklonalni (jinymi slovy tyto
vztahy nejsou zrcadloveé symetrické). Vzhledem k tomu, ze antigenni molekuly jsou
vysokomolekularni a slozené z velkého poctu epitopt, reakce imunitniho systému je zakonite
polyklonalni.

B lymfocyt po obdrzeni antigenniho signalu skrze epitop-paratopovou interakci, a po
dalsich buné¢nych i molekularnich signalech klonalné expanduje a vytvaii klon imunocyt
(stadia blastocytd a plasmocyti), tedy vysledné B lymfocyti modulovanych do sekrece
imunoglobulinovych molekul. Velikost klonu je mélokdy mensi nez 1000 jedinct, pficemz
tvorba imunoglobulint dosahuje 2000 Ig molekul za sekundu (pro buiiku). V pribéhu
klonalni expanse dochazi k afinitnimu zrani, které je zalozeno na selektivni prolifera¢ni
vyhod¢ téch bun¢k, které ndhodnymi mutacemi obdrzely vazebné misto o vétsi afinité nez
mél pocatecni klon. Tento proces ptispiva ke klonalni heterogenite.

Vytvoteni prvotniho reaktivniho klonu (a secernované¢ho imunoglobulinu) je nazyvano
»primarni protilatkova odpovéd™, pfi¢emz nasledné stimulaci (napf. v souvislosti nové
infekce) se fika ,,sekundarni protilatkova odpovéd™. Afinitni zrani probiha i v prib&hu
primarni i sekundarni odpovédi, pfi€emz dlouhodoba stimulace ¢asto konsoliduje (snizuje) jiz
existujici klonalni heterogenitu, a to nedostate¢nou proliferacni kapacitou téch méné
afinitnich jedinct. V obdobi mezi primérni a sekundarni protilatkové odpovédi dochazi
k etablovani pamétovych bunék, které vznikaji poté co reaktivni klon zanika. K zaniku
klonu dochazi ,,vyCerpanim* klonalnich bunék, apoptosou a vytvaienim pamétovych bunék,
které jiz nejsou definovany jako &leny prvotniho klonu. Radové odpovida zastoupeni
pamétovych bunck zhruba desetinasobku piivodné stimulovanych bungk, ale je jen zlomkem
velikosti klonu v jeho zenitu.

Rozdilnost lymfatickych kloni od kloni konstitucionalnich je tedy zjevna.
Zatimco u konstitucionalnich kloni jde o stereotypni program regenerace urcitého
tkanového systému (viz. shora) u lymfatickych klonii l1ze povaZovat kazdy klon za
specifickou — individualni reakci T nebo B systému na urcity antigen.

Zivotnost klonu je omezena a po zvladnuti pfitomného antigenu se klon redukuje
programovanym zanikem bunék, pricemz bunky, které apoptozou nebyly eliminované
ptechazeji do stadia pamét'ovych bunék, jejiz Zivotnost je omezend, a je podminéna

persistujici pfitomnosti ptislusného epitopu obvykle deponovaného ve FDC (folikularnich
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dendritickych bunkach). Pamétové bunky existuji jak na trovni B bunék tak na urovni T
bunck. Trvanlivost vakcinace je pravdépodobné v nejvétsi mife zavisla na trvanlivosti

antigenu v depotnim systému FDC.

Klonélni charakter reaktivniho typu se ptedpoklada u riznych patologickych
proliferativnich stavii. Predisposice bun¢k k reaktivni klonalni expansi mize byt dana
somatickou mutaci v systému regulujicim proliferaci. Velmi aktualni je tato otazka
v soucasnosti v patologii cévni stény. Nazornym piikladem klonalniho dysregulovaného
proliferativniho procesu jsou nékteré arterialni restenosy, vzniklé po angioplastikéach. Jejich
mechanismus je vykladan jako néasledek somatické mutace v genu receptoru typu II pro TGFf
1 v buiikédch atherosklerotickych plati (pravdépodobné zejména myofibroblasti). Disledkem
je snizena citlivost na tento cytokin, ktery je vyznamnym antiprolifera¢nim faktorem a je
povazovan za kli¢ovy faktor v regulaci hojeni ran (proliferace a migrace cévnich bunék a
proliferace myofibroblastl atherosklerotickych plat). Piedpoklada se, ze mutace bunck

atherosklerotického platu mohou byt zplisobeny exogennimi faktory nebo volnymi radikaly.

4.2 Vyvojové klony

Docasny charakter vyvojového klonu lidského organismu, dany jeho pfeménou na
systém adultnich kmenovych bunék, jehoz patologie je probirdna v samostatné ¢asti (4.3)
predurcuje charakter jeho poruch. Na rozdil od reaktivnich a permanentnich klont
postnatalnich je patologie vyvojovych klonti omezena pfevazné na malformace a na geneticky
podminéné metabolické poruchy.

Mutace jaderné DNA.

Vznikne-li somatickda mutace v prubéhu embryonélniho vyvoje v n¢které
embryondlnich kmenovych bunék a je-1i kompatibilni s Zivotnosti buiiky, propaguje se jeji
nasledek v celém pfislusném nasledném vyvojovém klonu. Extremnim pifipadem je zarode¢na
mutace s postizenim celého organismalniho klonu a s tim kontrastujici mutace vzniklé
v n¢které z embryondlnich kmenovych bunék pokrocilého stadia vyvoje. Vysledkem této
druhé¢ varianty je postnatalni postizeni komplexu tkani ptislusnych do jejiho klonu.

U X vazanych poruch (mutace v genu na X chromosomu) se v disledku lyonisace
vytvaii v Zenském organismu dva vyvojové klony, derivované z embryonalnich kmenovych
bunék ve kterych dochézi ve fazi blastuly k trvalé inaktivaci jednoho z X chromosomd.

V jednom z klonti je inaktivovan X chromosom mutantni, ve druhém X chromosom normalni.
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Zakonitosti urcujici jejich rozsah nejsou zndmy — jde o faktory urcujici hodnotu ,,skewingu‘
(,,zeSikmeni‘ - odchylky od poméru 1:1) a prolifera¢ni zvyhodnéni bunék jednoho z klond.
Zensky organismus se tak stava mosaikou t&chto dvou klonti (viz. shora)

Pokud jde o mitochondridlni poruchy OXFOS na basi mutaci mtDNA, které jsou ve
veétsSing piipadli dany zarodeCnymi mutacemi a jejich pocatek je v oplodnéném vajicku, je
jejich propagace dana propagaci mutace v mitochondridlni populaci podle zékonitosti
doposud jen z¢asti znamych. V nékterych ptipadech jde o mutace, pravdépodobn¢ vzniklé de
novo az v prubéhu embryonalniho vyvoje.

Klonalni charakter reakce se v nékterych studiich vztahuje k ptislusnosti
proliferujicich bun€k k objemnému vyvojovému klonu (viz. 1.3) podle typu X inaktivace
jehoz pocatek je v Casné fazi vyvoje (viz. obr.7, 8, 9). Naznacuje se tim vyvojova biologicka
blizkost studované bunécné populace. Citovana je starsi prace popisujici monoklonalni
charakter granulacni tkane organizujici trombus (na podklade stejného zptisobu inativace X
chromosomu). Naproti tomu fibroproliferativni reakce pii tvorb¢ jizev je povazovana za
polyklondlni (rozdilna inaktivace X chromosomu).

Velmi diskutovany byl monoklonalni charakter napt. pti tvorbé atherosklerotickych
platii v aorté. Zde se vsak ukéazalo, Ze v aort¢ i v koronarnich artériich jsou pomérné velké
souvislé useky hladkych svalovych buné¢k monoklondlniho vyvojového ptiivodu (vznikly
vyvojove z jediného progenitoru), takze stimulus (napf. atherogenni), mize v ur¢itém
rozsahu plisobit na preexistujici monoklonélni populaci (populace se stejnou inaktivaci X
chromosomu).

O umély klon ve form¢ urcitého organu biotechnologicky ptipraveného z embryonalni

kmenové bunky specielnim postupem je usilovano v mnoha laboratotich

4.3. Fysiologie a patofysiologie klondlnich systému adultnich kmenovych bunék

Vedle klasického pohledu na tkan jako na histologicky definovanou strukturu je
vyhodné;jsi si uvédomit, Ze vétSina tkdni s vyraznéjs$i obmeénou bunék je sloZzena z mnoziny
permanentnich klont. Tyto klony ptedstavuji synchronisované bunééné systémy s vyraznou
kvantitativni plasticitou a trvale probihajici diferenciaci. Znalost fysiologie a morfologie
klont sdruzujicich schopnost synchronisace, proliferace a diferenciace umoznuje 1épe chapat
a studovat procesy, které klon postihuji. Jde jednak o zmény kvantity produkovanych bunck
ve smyslu numerické atrofie, hyperplasie a regenerace (synchronisované — polyklonalni,

nesynchronisované — monoklonalni) a poruchy diferenciace (metaplaie neptima a dysplasie).
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4.3.1 Hyperplasie v tkanovém polyklonalnim systému.

V ptipad¢ fysiologickych hyperplasii indukovanych ristovymi faktory (hyperplasie =
zvétSeni systému, orgdnu dané zmnozenim bungk), véetné regeneracnich stavi jde o
synchronizovanou reakci vSech (nebo vétSiny) existujicich kmenovych bunék (klondlnich
systémi) dané tkané. Fysiologicka hyperplasie ma tedy polyklonalni charakter. Prechody do
oligoklonality az monoklonality Ize vzdy povazovat za patologicky projev systému kmenovych
bunéek s potencialni prekancerosni povahou.

Nositelem proliferace jsou ve vétsiné pripadii pocatecni bunééné generace klonu,
schopné vyznamné mitotické aktivity a numerické expanse (transient amplifying cells, viz.
obr. 16). Pii vyraznéjsi destrukci tkan€, postihujici vétsi cast této aktualni regeneracni zony
nastane aktivace adultnich kmenovych bunék, které pfedstavuji vyznamnou regeneracni

reservu (viz. napf. jaterni tkan).

4.3.2 Numericka atrofie v tkaniovém polyklonalnim systému.

Klasickd numericka atrofie tkani zaloZenych na systému polyklonélnich adultnich
kmenovych bunék je vyrazem snizené proliferacni aktivity v mistnich klonech. Proces Gtlumu
muze byt reversibilni nebo ireversibilni podle povahy vyvolavajiciho momentu. Pokud dojde
k nerovnomérnému postizeni kloni (jejich zdniku nebo funkénimu utlumu), mize byt stav
kompensovan hyperplasii zbyvajicich. Numericka atrofie kmenovych bunék je tak soucasné
maskovana hyperplastickou reakci zbyvajicich kmenovych bunék, takze celkovy pocet bunek
v systému muiZze byt udrzovan v normélnim, resp. subnormalnim rozmezi.

Ideélnim systémem k demonstraci celé problematiky je krvetvorna tkan drené kostni,
ktera se vyrazng 1i8i od ostatnich tkani. OdliSnost tkvi v tom, Ze zatimco ve vSech ostatnich
tkanich, zalozenych podobn¢ na systému adultnich kmenovych bunék existuji klony ve
vymezenych tkanovych okrscich prostorové od sebe vice ¢i méné oddelenych, veskeré
produkované dcetinné populace hemopoetickych kmenovych bun¢k dien¢ kostni prechazeji
do cévniho feciste, kde se navzajem misi. Elementy periferni krve predstavuji tedy produkty
vSech momentalne funkcnich kmenovych hematopoetickych bunék, jejichz mnozstvi se
v daném okamziku odhaduje u dospélého ¢lovéka fadove na stovky. Normalni krvetvorba je
polyklonalni a to i za stavt fysiologické stimulace (napt. kompensacni hemopoesa pii
ztratach krve). Existuje predpoklad, ze pro znacnou celkovou prolifera¢ni a sebeudrzujici

kapacitu hematopoetickych kmenovych bunék diené kostni udrzuje zakladni krvetvorbu
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v ur¢itém okamziku pouze ¢ast systému kmenovych bun¢k (asynchronie klont). Zbyla ¢ast

kmenovych bunék miize byt aktivovana za vétSich funkénich narokd (ve dieni i mimo dfen).

P1i aplastickych procesech vedoucich k numerické atrofii dfené kostni mize jit o uniformni zanik nebo
inhibici kmenovych hemopoetickych bun¢k nebo o jejich postupny zanik (ptipadné inhibici). V pfipadé
progresivniho zaniku kmenovych bunék (imunitni nebo toxicka ataka) kompensuji hemopoesu kmenové bunky
zbyvajici. Hemopoesa se tak stava progresivné vice a vice oligoklonalni. Pocet krevnich elementti mize tak byt
po uréitou dobu udrzovan v normalnim rozmezi. V extremnim ptipadé redukce kmenovych bunék se muze stat
hemopoesa monoklondlni, coz bylo u fady pacientl s aplastickou anemii a malou residualni krvetvorbou

prokazano.

4.3.3 Poruchy diferenciace: dysplasie, tzv. metaplasie nepfima

Dysplasie . Jde o situace s nedostate¢nym vyzravanim, kdy v klonu pfevazuji méné
diferencované elementy. V hematologické praxi je tato situace zndma jako zv. ,,posun do
leva®. K dysplasii dochazi v dynamickych klonech pfi ptekotné regeneraci, napft. pfi
regeneraci epitelidlnich povrcht, zldzovych epiteld, pfi kompensaéni hyperplasii krvetvorné
tkané. V takovychto ptipadech jde o regulované (reversibilni) polyklonalni procesy vétSinou
bez vyraznéjSich bunéénych atypii. Pokud jsou pfitomny vyraznéjsi atypie jde o prvé faze
nadorové transformace, kterd ma sviij pocatek na urovni kmenové buiiky a projevuje se

sniZzenou schopnosti diferenciace. V takovémto ptipad¢ jde o proces ireversibilni.

Metaplasie je dle klasické definice pfeménou jedné diferencované tkané v jinou
diferencovanou tkan.

Metaplasie prima je vyrazem piimé premény existujiciho diferencovaného bunécéného
typu v jiny diferencovany bunécny typ. De facto jde o pfeménu fenotypu diferencované
bunky z terminalni ¢asti klonu. Lze tedy predpokladat, ze vzniklé bunécné varianty nalezi
stale do pivodniho matefského klonu (odkud je pii své omezené zivotnosti dopliiovan). Pro
vznik nezavislého nového klonu pfimou pfeménu jednoho diferencovaného typu na jiny
klonalné nezavisly typ neexistuji presvédcivé nalezy. V soucasnosti je proto pouZzivan spise
termin modulace, vyjadtujici $irSi spektrum fenotypovych variant dané buriky jako reakce na
fysiologické podnéty. Jednoduchymi piiklady predstavuje napt. preména fibroblastu na jeho
myxoidni variantu nebo na myofibroblast, pfeména makrofagu na epiteloidni histiocyt, B
lymfocytu na plasmocyt, atd. Také vzajemné piemény klasickych mesenchymalnich
elementt: fibroblast — chondrocyt — osteocyt - adipocyt patii spiSe do modulace, nebot’ jde o

varianty v ramci §irsi rodiny fibroplastickych elementd.
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V kategorii pfiméa metaplasie je dnes diskutovana a studovana epitelidlni —
mesenchymalni transformaci, ktera pfedstavuje obousmérnou a tedy regulovanou

(reversibilni) modulaci (pfeménu) epitelu na disociované buiiky mesenchymalniho typu.

Obr. 15 Predstava primé metaplasie a jejiho vztahu k vychozimu klonu

/
©, @/

O

kmenova burika

Klon se ¢tyfmi liniemi diferenciace (1-4); v jedné z linii (¢.3) je vyzna¢ena
dodate¢na navazna modulace/metaplasie pfima (3a). Pfipadna navratnost této modulace
je vyznacena dvoustrannou Sipkou, pfipadna nenavratnost Sipkou jednostrannou.
| v pfipadé nenavratnosti je zfejma omezena Zivotnost modulovaného typu, nebot’ ztraci
téz biologické spojeni s kmenovou buiikou.

Tato pfeména (zejména mesenchym — epitel) probihd podle soucasnych znalosti
v ledvinach nejen za embryondlniho vyvoje, ale i pfi regeneracich (viz. shora kmenové buiky
ledvin). Nov¢ jsou diikazy pro to, ze v rozvoji fibrosy nékterych organti nastava rozsahla
pieména epitelu na fibroblasty (ledviny, plice). Velkd pozornost EMT je vénovéana v nadorech
(viz. ptislusnou ¢ast). Podle uvedeného schématu Ize predpokladat, Ze pti transformaci epitelu
na mesenchym je biologickym centrem vzniklého mesenchymu stale kmenova buiika
epitelidlni. V opa¢ném piipad¢ by bylo nutno piedpokladat, ze pii transformaci epitel (majici
svoji epitelidlni kmenovou buniku) na mesenchym, by musela vzniknout i mesenchymalni

bunika kmenova.
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Obr.16 Schéma zakladnich procesii adultniho typu klonu. A normalni situace

s progresivni diferenciaci, numerickou expansi a ubytkem klonogenni aktivity. Kone¢na,
pIné diferencovana populace ma omezenou Zivotnost; B hyperplasie — numericka
expanse klonalni populace s plnou diferenciaci; C numericka atrofie - numericka
redukce klonalni populace s plnou diferenciaci; D dysplastické zmény v klonu,
charakterisované vyznamnym zpomalenim diferenciace (zndzornéna neprohlubovanim

tmavnuti)

*pfechodna amplifikaéni zona plné diferencovana
*progresivni diferenciace ¢ast klonu s omezenou
«klesajici klonogenni potrencial Zivotnosti
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Metaplasie neprima je dle definice déna substituci existujici tkdné tkani jinou.
V klondlni pojeti tkani jde o zménu diferencia¢niho programu ptislusné adultni kmenové
buniky, kterd pod vlivem nejriiznéjSich zevnich podnétl ,,pfepina‘“ na alternativni program.
Jak bylo feceno, diferencia¢ni potencial kazdé AKB zajist'uje urCité spektrum bunéénych typt

v piislusném organu/tkani. Existuje fada situaci, kdy se diferenciacni program AKB zméni a

Obr. 17. Schematické znazornéni nepfimé metaplasie preprogramovanim adultni

kmenové buiiky (programy I, I1, III)

_ stimulus k
preprogramovani

AKB @ <. IT metaplasticky klon

III jiny metaplasticky klon

I (norma)

Pro véSinazomostlze uvést, Ze jde o sliznici zaludeCniho fundu, kdy normu (1)
nahradi ngjCast§i sliznice enkého stfeva (ll), vzacné dazdicovy epitel (lll)

zméni se 1 spektrum bunécénych typit v daném klonu — piivodni diferencovana tkai je
nahrazena jinou diferencovanou tkani. Dochazi k tomu v ramci chronickych zanéta
bakteridlniho nebo nebakteridlniho pivodu, nebo v ramci regeneracnich procest. Ptiklady
jsou uvedeny v pfislusné kapitole o diferenciaci (dil I skript). Zde jen stru¢ny piehled

zédkladnich ptikladd: enterdlni metaplasie sliznice zaludku, dlazdicovéa metaplasie
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v respiracnim epitelu, urotelu (vzacné v jinych epitelech), zména nerohovéjiciho
dlazdicového epitelu v epitel rohovéjici. Vycet naznacuje, ze k pteprogramovani AKB
inklinuji nékteré epitelidlni tkan¢. Je pozoruhodné, ze v nékterych epitelidlnich systémech
(napf. ve stfevni sliznici, zejména v tenkém stieve) je tato premena prislusnych AKB zcela
vyjimecna.

V experimentu byl popséan i vyvoj jaterni tkan¢ v pankreatu a obracen¢ pankreatické
tkan¢ v jatrech Spontanni nepfima metaplasie je velmi vzacna v oblasti mesenchymu, kde
ptrichédzi v uvahu i pfimd pfeména diferencovanych mesenchymalnich bunék (modulace).

Skutecny pritlom do poznani metaplastickych procesii (neprimych) bylo poznani, ze
diferenciacni potencial AKB je nejspise dan mistnimi faktory. Jinak feceno, dostane-li se
AKB do jiného prostiedi nez jeho piirozené (ur¢ené fylogenetickym a ontogenetickym
vyvojem) zméni sviij ptivodni diferenciacni potencial na diferenciaéni potencial mistni.
Svédci proto fada experimentt, realizovanych s tzv. mesenchymalnimi kmenovymi bunikami
a hematopoetickymi kmenovymi buiikami, pii kterych bylo prokdzano jejich zaclenéni a
transdiferenciace odpovidajici kolonizovanému organu (véetné transplantatu). Mnozi se
pokusy o jejich vyuziti v regeneraci poskozenych organt rizného typu. (napt. u
transplantatit).

Referovano je vSak i o alternativnich vysvétlenich vcetné pokusi, kterymi se

nepodafila reprodukce téchto vysledkd.

4.3.4 Progresivni systémové klonalni nenadorové procesy

Skupina definovanych systémovych nenadorovych klonélnich (mysleno
monoklondlnich) procest je necetnd a jeji znalost je v soucasnosti omezena na
hemopoetickou tkan. Klasickym ptikladem je paroxysmalni nocni hemoglobinurie (PNH),
kterd je v dneSnim pohledu klonalni poruchou vzniklou somatickou mutaci adultni kmenové
hematopoetické buiiky. Mutace postihuje geny kddujici syntesu enzymt oligosacharidového
fetézce (glykosyltransferas) navazaného NA fosfatidylinositol tvoficiho ,.kotvu* (GPI kotvu
— glykosylovany fosfatidylinositol) pro celou fadu povrchové vazanych proteini* bunck
krevnich fad (erytrocytt, leukocytt, desti¢ek, monocytti a lymfocytii ) ptindlezejici do klonu
prislusné mutované kmenové buiice. V soucasné dob¢ se predpoklada ucast asi deseti
autosomalnich gend. Mutace obou alel je vSak velmi mélo pravdépodobna. To je ziejmée

vysvétlenim, pro€ je za PNH zodpovédna prakticky vylucné mutace X-vazaného PIG-A
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genu** kodujiciho jeden z proteini heterotetrameru N-Acetylglukosaminyl transferasy (tfi
dalsi proteiny tohoto enzymového komplexu jsou z autosomit).

Progrese onemocnéni a jeji klinicka manifestace a tize prib&hu jsou zavislé na stupni
expanse mutovaného klonu. Zde se vSak uplatiiuji dalsi, doposud ne zcela znamé faktory,
které tuto klonalni expansi umoziiuji. Samotna mutace zfejmé nevede k ristovému
zvyhodnéni klonu. Pfedpoklada se ptitomnost dalSiho zasahu do DNA, ktery za expansi klonu
u PNH pacientii zodpovida. Ukazuje se navic, Ze se u urcitého procenta ptipadd PNH muze
vyvinout i myelodysplasticky syndrom ev. akutni myeloidni leukémie nebo naopak aplasticka

anemie. Jsou urcité doklady pro to, Ze jde o zmény v ramci mutovaného klonu.

Podle poslednich pozorovani ma zékladni vyznam stupeii hierarchie kmenové buiiky postizené mutaci.
V piipadé PHN jde nejspiSe o kmenovou buniky nejvyssi hierarchie. Je znama celé fada pfipadi, kdy jsou
mutace pfitomné na nizSich irovnich diefiovych bun¢k (obr.12), jejichz Zivotnost je omezena a nevedou tak

z zavazné poruse. Byly popsany i piipady s nékolika mutacemi u jednoho individua.

* v pripade Cervenych krvinek jsou to DAF (decay accelerating factor - CD55), CD59 (inhibitor membrany
atakujiciho komplexu), acetylcholinesterasa, u granulocytii je to alkalicka fosfatasa, udajné dale cela rada
dalsich povrchové zakotvenych proteinii u lymfocytit, trombocytii, monocytii (jsou tendence k trombosam)

## PIGA phosphatidylisnositol glycan-class A gene)

Klonalita u nadorovych procest je probrana separatn¢.
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