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SOUHRN

Krvetvorna tkan je celozivotnim zdrojem krevnich a nékterych tkarovych bunék. V préci je pojednano o kvantitativnim a kvalitativhim
aspektu této jeji funkce. Krvetvorna tkan je nejznaméji tkani z hlediska pfitomnosti a funkce kmenovych a progenitorovych bunék. Rozvi-
nuté experimentalni metody, pfedevsim transplantace bunék a analyza priitokovou cytometrii, umozfiuji vhled do &innosti krvetvorné tka-
né v rozsahu, ktery u jinych tkani mozny neni. V &lanku je pojednano predevsim o sougasnych nazorech na krvetvornou kmenovou buriku,
vyvojovou hierarchii krevnich bunék a podpiirnou a fidici Glohu stromatu krvetvorné tkans. Pfehledné je také pojednano o embryonalnim
a fetalnim vyvoji krvetvorby.
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SUMMARY

Haematopoietic tissue carries out the lifelong production of blood cells. The quantitative and qualitative aspects of blood cell production
are summarised in this short review. The haematopoietic tissue is the best researched tissues regarding the role of stem and progenitor
cells in tissue homeostasis and function. Advanced experimental methods, especially cell transplantation and flow cytometry, enable
research into the functional organisation of haematopoietic tissue beyond the limits present in other tissues. The review focuses upon the
haematopoietic stem cell, the developmental hierarchy in blood cell formation and the role of stroma in the support and control of blood

cell production. A brief overview of embryonic and foetal haematopoiesis is also provided.
Key words: haematopoiesis, stem cell, niche, embryogenesis, C57BI/J mouse

UVOD

Funkci krvetvorné tkané je stala produkce bunék. Jsou to
strukturn€ i funk¢né velmi riznorodé buiiky krevni a makro-
fagy, zirné buiky (mastocyty, heparinocyty) a lymfocyty,
které jsou pfitomny ve vét§ing tkani. Krevni bunky maji jen
omezenou délku Zivota. Ta je'podstatné kratsi, nez je délka
Zivota celého organismu. Zanikajici krevni buriky musi byt
proto neustéle doplfiovany butikami nové vytvatenymi. Pro-
dukce rtiznych funkéné i strukturné specializovanych bungk
v potfebném mnoZstvi je jedinou funkei krvetvorné tkang.

PRODUKCE KREVNICH BUNEK U CLOVEKA
AUMYSI

V postnatdlnim obdobi Zivota je hlavni krvetvornou
tkani kostni dfeni. Kvantitativné je nejvice produkovéno
krevnich desticek a erytrocytd, funkéné vysoce speciali-
zovanych bezjadernych krevnich elementi. Produkci
myeloidnich bunék (erytrocyti, granulocytii, monocytt
amegakaryocytl/trombocyti) Ize pfiblizn& odhadnout z je-
jich celkového mnozstvi v krvi a doby, po kterou setrvaji
v cirkulaci. U dospélého ¢lovéka kostni diert produkuje
kazdy den asi:

3 x 10" trombocytl

2 x 10" erytrocyth

5 x 10'° granulocytd a monocytl!

Podklady pro odhad produkce krevnich bun&k u &lo-
véka uvadi tabulka 1. Lze také odvodit, e krvetvorna
tkan vyprodukuje u ¢lovéka b&hem 70 let Zivota vice
nez 1000 kg bunék. Produkci lymfocytii v kostni dfeni,
slezing, lymfatickych uzlinach a tkdnich a v tymu tyto
odhady nezahrnuji.

Krvetvorn4 tkan, krev a jejich poruchy jsou ptedmétem
Iékafskych oborti hematologie a onkohematologie. Mnoho
poznatki o funkei krvetvorné tkané vsak poskytl vyzkum
v ramci experimentalni hematologie, a to predevsim vyzkum
zaméfeny na poznani krvetvorby u my3i a ¢aste¢né téz ryb
(zebticek, Danio rerio).

Také u mysi Ize odhadnout mnozstvi bunék produkova-
nych krvetvornymi tkanémi (Novak a Necas, 1994; Necas et
al., 1995). U mysi asi 90 % vytvafenych bungk predstavuji
erytrocyty (Necas et al., 1995). Erytrocyty u mysi setrva-
vaji v cirkulaci krat$i dobu nez erytrocyty lidské, jen asi
40-50 dni (Vécha, 1983). Podrobnéji je vypocet tvorby
krevnich bunék u mysi rozveden v tabulce 2. V porovnéni
s lidskou krvetvorbou je produkce krevnich bunék vztazena
na kilogram télesné hmotnosti asi 3krat v&tsi.

" O setrvani granulocyti a monocytil v cirkulaci jsou velmi rozdilné Gdaje. Tento odhad vychazi z tradi¢niho a nejcastéjsiho udaje o polocasu setrvéani
v cirkulaci (5) - 8 hodin, zalozeného na radioizotopovém oznacen{ separovanych granulocyti in vitro a jejich transfuzi zpét do ob&hu. Pokud by tyto buiky
setrvavaly v cirkulaci podstatné déle, az 5 dnii (Pillay et al., 2010; Bekkering a Torensma, 2013), byla by jejich produkce n&kolikanasobné mensi.
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Tab. 1- Produkce myeloidnich krevnich bunék u dospélého ¢lovéka.

Pocet v pl* Pocet v krvi (51) | Délka Zivota*; poloCas Denni produkce (10%)
v cirkulaci (T1/2)#

Erytrocyty 4,5 % 106 2,25 x 103 120,0 1875,0
Granulocyty
— neutrofilni 3,9 x 10° 2,0 x 10" 0,3# 462,1>¢
— eozinofilni 1,8 x 102 9,0 x 108 0,3# 20,8°
— bazofilni 3,0 x 10 1,5 x 108 0,3# 3,5°
Monocyty 2,4 x 10? 1,2x10° 0,3# 27,7°
Trombocyty 3,0 x 10° 1,5 % 10" 4,5% 2800,0°
— Megakaryocyty 1,4°
— ,,Diploidni megakaryocyty* 22,4
Celkem 2411,0

aVychozi hematologické hodnoty jsou z Wintrobe s Clinical Hematology. Philadelphia: Lea & Fetiger, 1993.

bDenni obrat (TR: turnover rate) byl vypocitén z polocasu setrvani bunék v cirkulaci (T1/2) a celkového poctu bunék v krvi podle
vzorce TR =0,693/T1/2 v hodindch x pocet bunék v cirkulaci.

cPolodas setrvéni granulocytl v cirkulaci clovéka je vétsinou udévén ~ 5-8 hodin, ale i 5 dnd (Simon a Kim, 2010; Bekkering
a Torensma, 2013). Pokud by granulocyty cirkulovaly v krvi po nékolik dnd, byl by odhad jejich produkce, uvedeny v tabulce,
vyznamné niZsi. Produkce erytrocyti by pak pledstavovala 90 % i vice myeloidnich bunék produkovanych kostni dieni, podobné
Jjako u mysi (viz tab. 2).

Iprodukce trombocytii byla extrapolovéna na produkci ,diploidnich megakaryocytd” pouZitim téchto predpokiladi: megakaryocyt
(N32) reprezentuje 16 ,diploidnich bunék”a z jednoho megakaryocytu vznikne 2000 trombocyti (Wintrobe “s Clinical Hematology.
Philadelphia: Lea & Fetiger, 1993).

Tab. 2: Produkce myeloidnich krevnich bunék u mysi.?

Pocet v pl Pocet v krvi (1,3 ml) Délka Zivota*; polo¢as | Denni produkce (10%)
v cirkulaci (T%%);#

Erytrocyty 9,8 x 108 1,34 x 10 43,0 2,290¢
Granulocyty

— neutrofilni 1,2 %103 3,2 x 1054 0,1# 0,222%¢
— eozinofilni 1,8 x 102 2,5 % 10° 0,1%# 0,017°
— bazofilni : 4,2 %10 5,8 x 10* 0,1# 0,004
Monocyty 1,1 x 10? 1,5 x 10° 0,7 0,001f
Trombocyty 1,0 x 10¢ 1,34 x 10° 1,3" 3,350f
— Megakaryocyty 0,003
— ,Diploidni megakaryocyty* 0,040
Celkem 2,574

20Odhad objemu krve a poctu krevnich elementti v krvi jsou primérné hodnoty pro mys (Mitruka et al., 1977).

vDélka Zivota erytrocytit u mysi (Vacha, 1983).

cOdhad produkce tvorby erytrocytd kostni dieni byl snizen o 25 % z ddvodu erytropoezy ve sleziné mysi (Vécha et al., 1982).

dpocet neutrofilnich granulocytii byl zdvojndsoben z divodu granulocytd, které aktuging necirkulujr.

ePolocas setrvéni neutrofilnich granulocytd v krvi (podle Lee et al., 1979).

‘Denni obrat (TR, turnover rate) byl vypoéitdn z polocasu setrvéni bunék v cirkulaci (T1/2)a celkového poctu bunék v krvi podle
vzorce TR = 0,693/T1/2 v hodindch % pocet bunék v cirkulaci.

9lee etal., 1979, stanovili obrat neutrofilnich granulocyti u mysina 0,50 % 10%/den, Uchida a Yamagiwa, 1992, na 0,19 x 10%/den.

'Fliedner et al., 1966.

/Byl pouZit idaj pro neutrofilni granulocyty.

kPolocas setrvani monocytd v krvi (van Furth et al., 1980).

'Polocas setrvani trombocytd (Odell a Mcdonald, 1961).

mProdukce trombocytd byla extrapolovéna na produkci ,diploidnich megakaryocytd” pouZitim téchto predpokladi: megakaryocyt
(N24) reprezentuje 12 .diploidnich bunék” a z jednoho megakaryocytu vznikne 7000 trombocytu (Stenberg a Levin, 1989).
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Obr. 1: Tvorba a obnova bunék produkovanych krvetvornymi tkanémi. Jsou uvedeny také metody, kterymi Ize
Jednotlivé druhy krvetvornych bunék studovat. Krvetvorba je fizena stromatem krvetvornych tkan/ (bunécénym
kontaktem a mistné pisobicimi cytokiny), na obrézku zndzornénym zvinénou carou, a systémovymi faktory,

Jjakymi jsou erytropoetin a trombopoetin.

Krevni butiky vznikaji jako produkt hierarchického
procesu krvetvorby, na jejimz vrcholu jsou velmi mélo
pocetné krvetvorné buitky kmenové. Kmenové buiiky
se diferencuji do bunék progenitorovych, které jsou pak
zdrojem prekurzort zralych krevnich bunék (obr. 1).
Bunéena proliferace je zdrojem amplifikace poctu vy-
tvafenych bunék. Vechny bunky vzniklé amplifikaci
burtiky, ktera se zacala délit,jsou jejim klonem. Pokud by
tato buiika méla specifickou znacku ptedavanou buitkam
dcefinym, byly by v§echny buriky patfici do tohoto klonu
rozpoznatelné v kostni dfeni, krvi i ve tkanich, do kterych
migrovaly. Za ,klonalni znacky* nejdiive poslouzily
specifické chromozomové aberace. Dnes jsou pouzivany
riznorodé znaéky zjistitelné analytickymi metodami
molekularni biologie (viz napt. Sun et al., 2014). Procesy
krvetvorby jsou zdaleka nejvice prozkoumany u mysi,
predevsim u laboratorni mysi kmene C57B1/6.

KRVETVORBA U MYSI

Vyzkumné usili o poznani zakonitosti krvetvorby
se soustfedilo na krvetvorbu mysi pfedev§im z divodu
dostupnosti syngennich a kongennich mysich kment,
které umoziiuji transplantaci krvetvornych tkani a jejich
bunék a sledovani vysledku transplantace. Pfenositel-
nost poznatkl ziskanych pfi studiu mysi krvetvorby na
¢lovéka potvrdila aspésnost klinickych transplantaci
kostni dfené.

ZAKLADNI EXPERIMENTALN{ VYZKUMNE
METODY KRVETVORNYCH TKANI

Experimentalni vyzkum my$i krvetvorby si od jeho radio-
biologickych zagatki na konci 40. let 20. stoleti vypracoval
tadu metod a experimentalnich pfistupd, z nichz nékteré
jsou jen omezené prenositelné na jiné tkané. Experimentalni
vyzkum krvetvorby pouziva:

— transplantaci kostni dfené v syngennim a kongennim

usporadani,

— transplantaci specifickych bungk,

— poskozeni krvetvorné tkang a jeji spontanni regeneraci,

— kultivaci krvetvornych bunék in vitro,

— pratokovou cytometrii (FACS),

— oznaceni bunék a sledovani bunéénych klont,

— pfirozené mutace, které vyznamné ovliviiuji krvetvorbu,

— cilené manipulace genomu,

— pokro¢ilé mikroskopické metody studia kostni diené,

— studium podpurného a fidictho tkdnového mikro-
prostiedi (stroma, niche), ve kterém se krvetvorba
uskuteciuje,

— studium embryogeneze krvetvorné tkang,

— analogie molekuldrnich mechanismi krvetvorby uryby
Danio rerio a u savci,

— znalost zékladnich regulaci krvetvorby prostfednictvim
cytokintl a systémové pusobicich humoralnich faktort
(erytropoetin, trombopoetin, granulocyto-makrofagové
rustové faktory).
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Pro dalsi vyklad tykajici se krvetvornych tkdni mysi jsou
uvedeny zakladni postupy cytometrické analyzy kostni die-
né nejéastéji studovaného kmene laboratorni mysi C57Bl/6.
Pro krvetvornou tkaf, kterd nema pevnou anatomickou
strukturu, se stala priitokova cytometrie, spolu se separaci
bunék a jejich klonalni kultivaci a transplantaci, zakladem
pro poznani jejiho hierarchického vyvojového usporadani.
Pro pochopeni dynamiky bun&énych déji v krvetvorné tkani
ma zékladni vyznam sledovani bunéénych klond odvoze-
nych od kmenovych a progenitorovych bunek (Bigildeev
etal., 2019).

CYTOMETRICKA ANALYZA BUNEK
KMENOVYCH A BUNEK PROGENITOROVYCH
(PROGENITORU)

Znaky zakladni:

— CD45 — tyrosinova fosfatdza exprimovana na povrchu
krvetvornych bunék, kromé bunék erytroidnich, umoz-
fiuje odlisit krvetvorné builky od bunék stromatu,

—,Lin®“ — souhrnné antigenni znaky rtiznych diferenco-
vanych prekurzor( krevnich bun¢k detekovatelné smési
protilatek proti liniovym znakiim B220, CD4, CDS8,
Gr-1, Mac-1 a Terl19,

— ¢-Kit — receptor pro cytokin stem cell faktor (SCF),

— Sca-1 antigen (stem cell antigen-1).

Znaky alternativni:
— CD201 — endotelovy receptor pro protein C (EPCR),
— CD105 — endoglin; sou¢ast receptoru pro cytokin TGFf.

Znaky pomocné:

— CD150 — glykoprotein (signaling lymphocytic activation
molecule 1, SLAMF1),

— CDA48 — glykoprotein (signaling lymphocytic activation
molecule 2, SLAMF2),

— CD41 — integrin a2b,

— CD34 — glykoprotein s pfedpokladanou adhezivni
funkci,

— CD135 —receptor Flt3 (F1k2) pro Flt-3 ligand,

—CD16/32 — receptory III/II pro Fe-fragment imuno-
globulind,

—CD127 —receptor pro interleukin 7.

Na obréazku 2 je piiklad rozliSeni nezralych krvetvornych
bunék, progenitorti a bunék kmenovych, které jesté nemaji
znaky bunék diferencovanych.

CYTOMETRICKA ANALYZA
DIFERENCOVANYCH PREKURZORU KREVNICH
BUNEK A BUNEK KREVNICH

Zakladni antigenni znaky diferencovanych krevnich
bunék:

— Ter119 — antigenni znak erytroidnich bun¢k od proerytro-
blastli po erytrocyty,

— CD71 — transferinovy receptor 1,

— CD44 — glykoprotein, receptor pro hyaluronovou ky-
selinu a dal3i latky v mimobun&éné hmoté (kolagen,
osteopontin),

— CD41 — integrin 0.2b (megakaryocyty),

Ll i

Lineage

CD16/32

Obr. 2: Zskladni cytometrické analyza nezralych kmenovych a progenitorovych bunék krvetvorby. Hustota
kontur odrézi mnoZstvi bunék s urditym fenotypem. Fenotyp bunék je svézén s vyvojovym potencidlem bunék.

Viz seznam zkratek a obrazek 5.
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Obr. 3: Diferencované vyvojové linie krevnich bunék v kostni dre-
ni. Také v periferni krvi Ize pomoci znakd B220 a Gr-1/Mac-1
rozlisit lymfocyty a granulocyty spolu s monocyty.

— CD61 — integrin B3 (trombocyty),

—Gr-1 — (Ly6C a Ly6G); Ly6G znak je jen na granulo-
cytech, Ly6C je méné specificky, je na granulocytech
i monocytech,

—Macl — integrin o ; CR3 receptor komplementu;
sklada se z CD11b (integrin a,,) a CD18 (integrin f,);
(monocyty),

— CD16/32 — receptory II/II pro Fe-fragment imunoglo-
bulint (granulocyty, monocyty),

—B220 - (CD45R), izoforma znaku CD45 specifickd pro
B-burniky,

—CDI19 — transmembréanovy glykoprotein B-lymfocytt,

— CDI11b — znak pfitomny na monocytech, neutrofilnich
a eozinofilnich granulocytech,

— CDll1c¢ — dendritické buriky,

— F4/80 — makrofagy,

— CD4 a CD8 — Th4 a Th8 lymfocyty.

Na obrazku 3 je ukazano rozliSeni B-bun&k (B220 pozi-
tivnich), granulocyti-monocyti (Gr-1/Mac-1 pozitivnich)
a buné&k negativnich na tyto znaky. Mezi témito ,,negativ-
nimi* butikami pievazuji erytroblasty, které exprimuji znak
Ter119. Erytrocyty maji také znak Ter119, ale jsou z analyzy
vylou€eny na zakladé své malé velikosti. Je také mozn€ je
odstranit lyzou zpsobenou expozici hypotonickému alka-
lickému prostfedi. Na obrazku 4 jsou ptiklady toho, jak lze
pratokovou cytometrii studovat erytropoezu.

VYVOJOVA HIERARCHIE KRVETVORNYCH
BUNEK

Pomoci cytometrickych analyz, separace bunék a jejich
klonalni kultivace nebo transplantace byla stanovena vyvojova
hierarchie kmenovych a progenitorovych krvetvornych bunék,
kterd predchazi ziskani znaku a morfologie bun¢k diferenco-
vanych (obr. 1 a 5). Na vrcholu bunééné vyvojové hierarchie
krvetvorby je multipotentni, myeloidni-lymfoidni, krvetvorna
kmenova burika (HSC). Od kmenové buriky jsou odvozeny
multipotentni progenitory (MPP), dale pak progenitory jen
myeloidni (CMP) nebo jen lymfoidni (CLP), z nich progenito-
ry pro specifické vyvojové linie krevnich bunék (GMP, MEP,
EP, lymfoidni progenitory). Tyto progenitory jsou zdrojem
diferencovanych prekurzort urgitého druhu krevnich bunék.
Ty se pak déle pomnoZuji, diferencuji a zraji v butiky krevni.

KMENOVA BUNKA KRVETVORNYCH TKANI{
Kli¢ovymi experimenty pro prikaz existence krvetvorné

kmenové buiiky se staly transplantace kostni dfené a izo-
lovanych bunék syngennim piijemctim s krvetvornou tkani
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Obr. 4: Erytropoeza analyzovand pomoci fluorescencné znacenych protildtek a priitokové cytometrie. Prtto-
kové cytometrie (FACS) umoZiiuje, oproti vySetfeni krvetvornych tkani mikroskopem, analyzovat desetitisice
bunék rdaznymi pfistupy. Na tomto obrézku jsou misto kontur, které byly pouZity na obrdzcich 2 a 3 znadzor-
nény jednotlivé buriky jako body. MnoZstvi bunék se zvysuje podle barevné Skély od modré po cervenou.
A: Z analyzy byly vylouceny B-lymfocyty, myelocyty, granulocyty a monocyty. B: Analyzovény jsou pouze buri-
ky erytroidni se znakem Ter119. FCS (forward scatter) odraZi zhruba velikost bunék. CD44 je receptor pro
hyaluronovou kyselinu. C: Z analyzy byly vylouceny B-lymfocyty, myelocyty. granulocyty, monocyty a Sca-1

pozitivni buriky.
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Obr. 5: \lyvojové hierarchie a vyvojové linie krevnich bunék.
Viz seznam zkratek.

poskozenou u¢inkem ionizujiciho zéateni (Ford et al., 1956).
Hlavnim znakem krvetvorné kmenové buiiky se stala jeji
schopnost transplantace a obnoveni znidené krvetvorby.
Rigorézni definice kmenové buiiky vyzaduje, aby burika
po transplantaci zacala produkovat vechny typy krevnich
bungk, tj. prokazala schopnost multipotentni diferenciace,
a soucasné obnovila i svoji populaci transplantovatelnych
kmenovych bunék, tj. prokazala schopnost sebeobnovy.
Tento zékladni atribut kmenové buiiky je vyjadien jejim
funkénim oznaéenim ,,dlouhodobé repopulujici burika™
(LTRC - long term repopulating cell). Pozdgjsi vyzkum
ukézal, 7e ne viechny krvetvorné kmenové buiiky jsou plné
multipotentni a nékteré jsou dlouhodobym zdrojem jen ur-
gitych krevnich bunék (Carrelha et al., 2018).

RUZNORODOST A HIERARCHIE KMENOVYCH
BUNEK

Kostni dfefi mysi obsahuje kmenové buiky (LTRC)
s riznym vyvojovym potencidlem, v naprosté pievaze jak

myeloidnim (tvorba erytrocytd, granulocyti, makrofagd,
megakaryocytl, Zirnych bun¢k), tak i lymfoidnim (tvorba
B-lymfocytt, T-bunék, NK- a NKT-bunék). Rozdily mezi
nimi spo&ivaji v tom, Zze n&které tyto buiiky jsou prevazné
zdrojem krevnich bun&k myeloidnich a minoritnim zdrojem
bunék lymfoidnich a obracené. Myeloidni-lymfoidni kmeno-
vé buiiky jsou tedy zdrojem obou typt bungk, ale v rtizném
poméru (Dykstra et al., 2007). Existuji experimentalni dokla-
dy o tom, 7e kmenové buriky v kostni dfeni maji hierarchické
usporadani, pfi¢emz na samém vrcholu jejich hierarchie je
kmenové butika se silnym potencialem pro tvorbu mega-
karyocytii (Carrelha et al., 2018). Na dolnim konci hierarchie
krvetvornych kmenovych bunék jsou pak buriky specializova-
né bud’ jen pro myelopoezu, nebo jen pro lymfopoezu.

SCHOPNOST SEBEOBNOVY A DIFERENCIACE
KMENOVE BUNKY

Sebeobnovnd schopnost kmenovych bunék bunécnym
délenim je jejich kli¢ovym defini¢nim znakem. Schopnost
sebeobnovy piedpoklada, Ze po rozdéleni buiiky aspofi jedna
dcetina buiika, pripadné obg, je/jsou zcela identické s buni-
kou, ktera se rozdélila. Po buné¢ném déleni se tim bunka
obnovila, a ve tkani je proto stale pfitomna nebo se jejich
podet zvysi (obr. 6).

Se sebeobnovnou schopnosti bunék se vdZe pojem
asymetrického a symetrického bunééného déleni. V sou-
vislosti s rozdélenim buriky a jeji ptipadnou diferenciaci
mohou nastat tfi moznosti: vysledek buné¢ného dé€leni
mize byt symetricky sebeobnovny, asymetricky sebe-
obnovny-diferenciaéni a symetricky diferenciaéni, pfi
kterém buiika, ktera se rozdélila, nebyla nahrazena zadnou
butikou dcefinou (obr. 6A, B, C).

Dikazy o sebeobnovné schopnosti krvetvorné kmeno-
vé buiiky symetrickym sebeobnovnym délenim poskytla
transplantace velmi malého poctu kmenovych bungk, kdy
vysledkem byla dlouhodoba monoklonalni krvetvorba, tj.
plnohodnotna krvetvorba odvozena jen od jedné buiky
(Brecher et al., 1993; Morita et al., 2010). Protoze kostni
dfeit s monoklonalni krvetvorbou Ize transplantovat nékolika
mys$im, znamena to, z¢ obsahuje vice kmenovych bunék,
které vznikly ptivodné z buriky jedné.

[
I
|

b 4

Obr. 6: Bunééné déleni spojené se sebeobnovou neb

o diferenciaci buriky: A — symetrické sebeobnovné déle-

ni, B - asymetrické sebeobnovné a diferenciaéni déleni, C - symetrické diferenciacni déleni.
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Podkladem asymetrického vysledki bunééného déleni je
nerovnomérné rozdéleni cytoplazmatickych faktort, které
nasledné ovliviiuji expresi gent (Loeftler et al., 2019). Je to
priklad tzv. vnitini asymetrické mitozy. Asymetrickd mitoza
miize byt také indukovana riiznym okolim dcefinych bunék,
zevnimi vlivy, které rizné ovlivni bunécnou genovou expre-
si prostiednictvim receptort a signalnich drah. Asymetricky
vyvoj bunék je indukovan zevnimi faktory, morfogeny,
napt. Wnt, Hedgehog, BMP (Santoro et al., 2016). V pii-
padé krvetvornych kmenovych bunék se pfedpeklada, zZe
mechanismus zevni asymetrické mit6zy udrzuje staly pocet
kmenovych bunék a zaroveil je zdrojem bunck, které se
diferencuji a zraji do bun¢k krevnich (Forgacova a Necas,
2013). V piipadé krvetvornych kmenovych bunék vSak
o tomto piimé doklady nejsou.

Studovali jsme bun&ény cyklus u progenitorovych bunek
LSK a myeloidnich progenitorovych buné¢k LSK v kostni
dfeni mysi (Péral et al., 2018). Vysledky ukazaly, ze pfiblizné
polovina bunék LSK ztrati znak Sca-1 po svém rozdéleni, coZ
je v souladu s predstavou asymetrické mitozy bun¢k LSK.
Naproti tomu obé dcefiné buriky vzniklé rozdélenim myeloid-
nich progenitort LSK znovu zahgji ptipravu k dal$imu bu-
né&eénému déleni. To odpovida symetrickému sebeobnovnému
bunéénému déleni bunék LSK (Péaral et al., 2018).

O sebeobnové krvetvornych kmenovych bunék a jejich
diferenciaci rozhoduje jak jejich vnitini stav ureny expresi
specifickych gent, tak i vlivy z okoli bunék, které ve svém
souhrnu maji i fidici vliv na vlastni krvetvorbu.

STROMA KRVETVORNYCH TKANI A NICHE
KMENOVYCH BUNEK

Krvetvorba se uskute¢tiuje ve specifickych tkanich: kostni
dfeni a ve tkanich lymfatickych. U hlodavci je i v dosp€losti
krvetvornou tkani slezina. Krvetvorba, kterd se uskutectiuje
jinde nez v kostni dfeni, se oznacuje jako hematopoeza
extramedularni. Extramedularni hematopoeza se viak miize
prechodné velmi zesilit po poskozeni kostni dfend (Sefc et
al., 2003). V embryonalnim vyvoji jsou dilezitymi krvetvor-
nymi organy zloutkovy vak a fetalni jatra. Krvetvorba tedy
musi byt podporovéna specifickym tkanovym prostredim,
piicemz okoli krvetvornych bunék je zdrojem vitalnich
a fidicich faktort, které do velké miry uréuji osud krvetvor-
nych bunék. Tkaiové mikroprostiedi, jez umoziuje funkci
kmenovych bunék, se oznacuje jako ,,niche* (nika, hnizdo,
dale niche). Pfedpoklada se, ze podnéty a informace z niche
urduji, zda kmenova burika:

— setrva v klidovém stavu, a nebude proto v krvetvorbé

aktivni (,,spici“ kmenova burika),

— rozdéli se symetrickym nebo asymetrickym sebeobnov-

nym délenim,

— podlehne pifmo diferenciaci nebo se rozdéli symetric-

kym diferencia¢nim délenim,

— opusti niche mistni migraci nebo migraci prostfednic-

tvim cirkulace,

— podlehne apoptotické smrti (obr. 7).

Osud buriky pieduruje jeji vnitini nastaveni zavislé
na specifickém nastaveni genové exprese. Na ném je pak

z4avisla reaktivita na podnéty z mikroprostiedi (niche) i re-
aktivita na podnéty pisobici systémove.

Vyzkum niche krvetvornych kmenovych bunék je obtiz-
ny. Pokud niche obsahuje jen jednu buiiku kmenovou, pak je
umysi jen nékolik tisic niche nachazejicich se v kostni dfeni
distribuované do velkého poétu kosti. Pokud niche obsahuje
vice nez jednu kmenovou buiku, pak je pocet niche jesté
mensi (ForgaCova a Necas, 2013). ProtoZe jsou krvetvorné
kmenové buriky heterogenni z hlediska svého vyvojového
potencialu (viz vyse), 1ze predpokladat, Ze i jejich niche jsou
specializované. Pfedpoklada se existence specifickych niche
pro rtizné butiky progenitorové odvozené od bunek kme-
novych (Morrison a Scadden, 2014). Vyvoj erytroblasti se
uskuteéiiuje kolem centrdlniho makrofagu (Manwani a Bie-
ker, 2008), ktery Ize povaZovat za niche pro erytroblasty.

Zpoé&atku bylo niche pro krvetvornou kmenovou buriku
spojovano s osteoblasty na endosteu kosti. Pozd€jsi vyzku-
my viak lokalizovaly krvetvorné kmenové buiiky v blizkosti
cévnich sinusoid (perivaskularng) a bezprostedni blizkosti
bunék, které vytvati cytokin stem cell faktor (SCF) a chemo-
kin CXCL12 (téz SDF-1). Pfevaznym zdrojem téchto fakto-
1 jsou mezenchymové stromalni buiiky, ¢aste¢n€ endotelie
a adipocyty. Osteoblasty tyto cytokiny netvoii a jejich illoha
v podpote a fizeni kmenovych bunék je pravdépodobné
nepiima. Nebyl také potvrzen nizky parcidlni tlak kysliku
(hypoxie) v mistech lokalizace krvetvornych kmenovych
bundk (Morrison a Scadden, 2014). Lze pfedpokladat, Ze
podpora stromalnich bung&k a fizeni krvetvorby jsou blizce
spojeny od samého pocatku vzniku krvetvorby v embryu
a podmifiuji presuny krvetvorby béhem embryonalniho
a fetalniho vyvoje (viz déle).

TRANSPLANTACNI SCHOPNOST
KRVETVORNYCH KMENOVYCH BUNEK

Schopnost transplantace a obnoveni poskozené krve-
tvorné tkané je zakladnim defini¢nim znakem krvetvorné
kmenové butiky. Je také podkladem 1é¢by transplantaci
kostni dfen& nebo krvetvornymi butikami ziskanymi z krve
(Cetkovsky et al., 2016). Biologické pochody podmitiujici

niche

@)
/N

proliferaéni rozdéleni migrace  apoptoza

klid asymetrické
symetrické

Obr. 7- Chovéni a osud kmenové buriky urcuje jeji vnitini stav
genové exprese a okoli buriky. Pro bezprostredni okoli kmeno-
vych a progenitorovych bunék se vZilo oznadeni niche.
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transplantaci kmenovych krvetvornych bunék jsou vSak
stale znamy jen aste¢né. Buiiky kostni dfené nebo separo-
vané krvetvorné buiiky jsou zavedeny do krevniho obé&hu.
Ukinnost, s jakou se kmenové buiiky uchyti v kostni dfeni, je
velmi vysoka. Morita et al. (2010) uvadgji, ze intravenozné
transplantovali vice nez 2000 mysi jednotlivou butikou ne-
souci znaky buiiky kmenové; az 50 % téchto bunék se stalo
v ptijemci zdrojem bunék krevnich. My jsme prokazali vyso-
kou uéinnost transplantace kmenovych bunék kompetitivni
transplantaci. Prakticky vSechny kmenové buriky obsazené
v kostni dfeni zavedené do krevniho ob&hu pifjemeim vy-
stavenym rtiznym davkam ionizujictho zafeni zacaly dlou-
hodobé produkovat krevni buriky (Forgacova et al., 2013).

Transplantaci jednotlivych bunék pfedchazi odebrani
kostni dfend a jeji i nékolikahodinova manipulace in vitro
spojena s pisobenim vysokého parcidlniho tlaku kysliku
v atmosférickém vzduchu, barvenim bunék protilatkami
s navazanymi fluorochromy a vystaveni znaénym mechanic-
kym silam pfi jejich sortovani. Kmenové buiky jsou znaéné
odolné vii¢i témto manipulacim a nepfiznivym podminkam.
Krvetvorné kmenové buiiky pieziji i dvé hodiny plné teplé
ischemie, spojené s anoxif a acidozou kostni dfené (Micha-
lova et al., 2011).

Podstata navigace intraven6zné podanych kmenovych
bunék do jejich niche je jen CasteCn€ znama. Piedpoklada
se, 7e jeji hlavni soudasti je sekrece chemokinu CXCL12
buiikami niche a ptitomnost jeho receptoru CXCR4 na kme-
novych burikach (Vagima et al., 2011). Niche je také zdrojem
cytokinu SCF, ligandu receptoru c-Kit, ktery je pfitomny na
membrané viech nezralych krvetvornych bungk. Ovéfovali
jsme moznou tlohu receptoru ¢-Kit v uginnosti transplantace
krvetvornych kmenovych bunék tim, Ze jsme pfed transplan-
taci vyvolali internalizaci a degradaci tohoto receptoru na
kmenovych a progenitorovych burikach. Vyznamné snizeni
receptoru c-Kit na transplantovanych buiikach v§ak nesnizi-
lo jejich transplanta¢ni G¢innost (Chen et al., 2016). Béhem
asi 12 hodin se v8ak mnozstvi receptoru c-Kit obnovilo.
Vysledky proto pouze ukazaly, Ze c-Kit receptor se neuplat-
fiuje v Casné fazi uchyceni a ptihojeni transplantovanych
kmenovych bunék.

Schopnost navigace do kostni dfen¢ a nalezeni vhodnych
niche se zdd byt vyluénou vlastnosti kmenovych bunek
a jejich nejblizsich multipotentnich progenitort. Transplan-
tovali jsme separované butiky LS'K (myeloidni progenitory)
a buiiky LSK (multipotentni progenitory zahrnujici i bunky
kmenové), které byly oznageny piitomnosti GFP (green flu-
orescent protein). Za 20 nebo 42 hodin jsme transplantované
buiiky detekovali vySetfenim kostni dfené a sleziny pruto-
kovou cytometrii. I pfi extrapolaci vysledki na celou kostni
diefi a celou slezinu jsme nalezli pouze 1-2 % transplanto-
vanych bunék (nepublikované vysledky).

KRVETVORBA V EMBRYU A FETU

Krvetvorba zaloZena na transplantovatelné kmenové
buiice je ustanovena béhem embryonalniho vyvoje u mysi az
kolem desatého embryonalniho dne (E10) v oblasti dorzalni
aorty a poté pokraduje ve fetalnich jatrech a kostni dieni.

Prvni krvetvorné progenitory jsou viak identifikovatelné ve
7loutkovém vaku jiz kolem sedmého dne (E7). Krvetvorny
systém je tedy funkéni jesté predtim, nez v organismu vznik-
nou prvni transplantovatelné buiiky kmenové (Dzierzak
a Bigas, 2018).

Vyvoj embryonalni krvetvorby je mozné rozdélit do tfi
néslednych a prekryvajicich se vin (obr. 7). Prvni vina byva
oznadovana jako primitivni krvetvorba. Za ni nésleduji dveé
vIny definitivni krvetvorby, pfi¢emz kmenove buriky iniciuji
az druhou vInu definitivni krvetvorby, ktera pak pokracuje
po cely zbytek Zivota.

PRIMITIVNi EMBRYONALNI KRVETVORBA

Prvni krevni buiiky se objevuji ¢asné po gastrulaci kolem
sedmého embryondalniho dne (E7) v krevnich ostravcich
7loutkového vaku mimo vlastni embryo. Obsahuji primitivni
erytroidni, megakaryocytarni a makrofagové progenitory
(Palis et al., 1999). Erytroidni progenitory jsou zavislé na
erytropoetinu (EPO) a jejich pocet se rychle zvysuje. Od E9
viak jiz nejsou detekovatelné. Potencial té€chto primitivnich
erytroidnich progenitort je tedy extrémné limitovany jak
prostorové, tak i asové —jsou aktivni pouze 48 hodin (Palis
etal., 1999). Mezi E9,5 a E12,5 dozravaji v krvi v primitivni
erytroblasty, které se v krvi dale pomnozuji symetrickym
bun&énym délenim a soucasné zraji v primitivni erytrocyty
akumulaci hemoglobinu, zmensenim velikosti, pyknozou
jadra a sniZzenim obsahu RNA. Na rozdil od definitivnich
erytrocytii obsahuji fetalni hemoglobin. Ptenasi kyslik
behem &asné embryogeneze a pretrvavaji v cirkulaci jesté
i nékolik dni po narozeni.

DEFINITIVNI EMBRYONALNI KRVETVORBA
PRED VZNIKEM KMENOVYCH BUNEK

Prvnim zdrojem definitivni krvetvorby, kterd produkuje
bezjaderné erytrocyty s fetalnim a dospélym typem hemo-
globinu a dal§i myeloidni buriky, nejsou transplantovatelné
buiiky kmenové, nybrz erytro-myeloidni progenitory (EMP)
ve zloutkovém vaku. Jsou prokazatelné pritokovou cyto-
metrii od E8,5 jako buiiky c-Kit", CD41%, 16/32", VEC",
CD45% a Sca-1- (McGrath et al., 2015). EMP jsou zdrojem

Embryonalni/fetalni krvetvorba

primitivni krvetvorba zavisla na kmenovych bunkach

!

;deﬁnitivni krvetvorba

 nezavisla na kmenovych burikach

Produkce bunék

10 20
Dny embryonalniho a fetalniho vyvoje

Obr. 8: Primitivni a definitivni krvetvorba ve Zloutkovém vaku,
embryu a fetu (k porodu mysich feti dochézi 20.-21. den po
fertilizaci oocytu).
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nejen erytrocytd, ale i granulocytl, monocytd a mega-
karyocytil, postradaji vak schopnost diferenciace do lymfo-
cytti. Od pozdéjsich kmenovych bunék se 1isi expresi znakl
CD16/32 a CD41 a tim, Ze neexprimuji znak Sca-1, ktery
je pro krvetvorné kmenové butiky mysi kmene C57Bl/6
typicky (viz obr. 2). Pokud jsou EMP transplantovany dospé-
1ému hostiteli, jsou schopny zajistit jen kratkodobou tvorbu
erytrocytl. V embryonalnim dni E9,5 jsou ve Zloutkovém
vaku jiz i buiiky s lymfoidnim potencidlem, které vSak ne-
jsou soudasti embryonalnich progenitorovych bunék EMP.

KRVETVORBA ODVOZENA OD KMENOVYCH
BUNEK — DRUHA VLNA DEFINITIVNI
KRVETVORBY

Prvni krvetvorné kmenové buiiky jsou v ontogenezi
detekovatelné ve vrstvé endotelovych bunék na ventralni
sténé dorzalni aorty, v oblasti oznacované zkratkou AGM
(aorta-gonad-mesonephros), ato v E9,5 —E10,0 vyvojovém
embryonalnim dni (Rybtsov et al., 2016; Dzierzak a Bigas,
2018). Vznikaji diferenciaci, endotelovou-krvetvornou
transformaci (EHT) endotelovych bunék, ve kterych je ak-
tivovan gen pro transkripéni faktor Runx1 (Menegatti et al.,
2019). EHT a nasledny proces zrani prvnich krvetvornych
kmenovych bunék probiha ve ¢tyfech rozlisitelnych krocich:
pro — pre-1. typu — pre-2. typu — d (definitivni) kmenové
buiiky (Rybtsov et al., 2016). Az definitivni kmenové bun-
ky (d) jsou transplantovatelné dospélym jedinctim s posko-
zenou krvetvorbou, kterou obnovi (Rybtsov et al., 2016).
Jejich vznik z méné zralych kmenovych bunék je zavisly na
cytokinech SCF a IL3. Procesem EHT vznikne nékolik kme-
novych bungk, které jsou pak zdrojem kloni krvetvorby od
nich odvozenych po cely Zivot jedince. Normalni krvetvorba
je proto polyklonalni?.

Od E11,5 migruji embryonalni krvetvorné kmenové
buiiky do fetalnich jater (Rybtsov et al., 2016) a zde se
jejich pocet exponencialng zvySuje mezi dnem E12 a dnem
E15. Jsou vyznamnym zdrejem erytrocyti a maji i lym-
foidni vyvojovy potencial (Chang et al., 2005). V posledni
tfeting jejich vyvoje ve fetalnich jatrech nabyvaji citlivosti
k tlumivému cinku estrogent na B-lymfopoezu. Jsou-li
ziskany z fetalnich jater pted E18.5 a transplantovany
dospélym jedincim, neni tvorba B-lymfocyt od nich od-
vozena tlutena puisobenim estrogent (Pelichovska et al.,
2008; Hlobetova et al., 2012), coz je vlastnost normalni
B-lymfopoezy.

UCAST KRVETVORNYCH KMENOVYCH BUNEK
V USTALENE KRVETVORBE DOSPELEHO
JEDINCE

V poslednich letech byla oteviena otazka aktivni ucasti
kmenovych krvetvornych bunék ve tvorbé bunék krevnich.
Sun et al. (2014) uvedli, Ze je krvetvorba u dospélych mysi
udrzovana bufikami, které jsou hierarchicky niz oproti

buiikam kmenovym, multipotentnimi butikami progenito-
rovymi a nespliiuji v transplanta¢nim testu zakladni krité-
rium buriky kmenové, tj. schopnost dlouhodobé podpory
krvetvorby. Usoudili, Ze kostni dfeni myS$i obsahuje znacné
mnozstvi multipotentnich progenitorit s omezenou délkou
podpory krvetvorby, a kmenové buriky proto nejsou pro
normalni krvetvorbu potieba, pokud krvetvorna tkain neni
poskozena. V normalni krvetvorné tkani jsou kmenové bun-
ky piitomné, ale nejsou aktivni, jsou ,,zaloZni“. Toto sdéleni
vyvolalo zna¢nou experimentalni odezvu nejednotnou ve
svych vysledcich. Problematika ,,spicich® a aktivnich krve-
tvornych kmenovych bungk a diskuse rozpornych vysledki
je pfedmétem sdéleni McRae et al. (2019).

AMPLIFIKACE BUNECNE PRODUKCE PRI
TVORBE KREVNICH BUNEK

Z malého poétu kmenovych buné¢k nebo multipotent-
nich progenitord vznikne v procesu krvetvorby mnohem
vE&tsi pocet krevnich bunék. To je vysledkem bunécnych
déleni v procesu tvorby krevnich bunék. Pokusili jsme
se uréit, ve kterém vyvojovém stadiu krevnich bunék je
amplifikaéni faktor nejvyznamnéjsi (Paral et al., 2018).
Stanovili jsme délku bunééného cyklu riznych proge-
nitorti a jejich poéet. To umoznilo odhadnout produkci
téchto nezralych krvetvornych bunék na jejich riznych
vyvojovych stadiich. Nejvétsi amplifikace byla na arov-
ni myeloidnich progenitortt LS'K, které jiZ nemaji znak
Sca-1, ale stale je3té nemaji znaky diferencovanych bunék
ptislusnych k vyvojovym liniim, nejsou jesté diferen-
covanymi prekurzory krevnich bunék. Na vyvojovém
stadiu progenitort, ne diferencovanych prekurzort, proto
dochazi k hlavni regulaci mnozstvi vytvarenych krevnich
bunék (Paral et al., 2018). Tyto vyvojové pozdni proge-
nitory také nabyvaji schopnosti reagovat na systémove
plisobici fidici a regulagni faktory, jakym je ptikladné
erytropoetin. Tusi et al. (2018) stimulovali krvetvorbu
injekcemi erytropoetinu a v souladu s naSim zavérem
pozorovali pomnozeni bun&k odpovidajicich vyvojoveé
pozdnim erytroidnim progenitortim.

REAKCE KRVETVORNE TKANE NA ZMENENE
POTREBY ORGANISMU

Poznatky a pfedstavy o krvetvorbé, stru¢né pojednané
v tomto sdéleni, se tykaji fyziologického stavu. Reakce
krvetvornych tkani na zménéné potieby organismu nebo na
poskozeni krvetvorné tkané dokladaji nejen jeji vyznamné
funkéni rezervy, ale i zmény v hierarchii tvorby krevnich
bunék, které mohou v téchto ptipadech nastat. Akutni sti-
mulace tvorby erytrocytil erytropoetinem se uskutecfiuje
na trovni pozdnich erytroidnich progenitortt CFU-E (Tusi
et al., 2018). Dlouhodoba stimulace erytropoetinem vSak
aktivuje krvetvorbu na mnohem vyssi Grovni, az na Grovni
kmenovych bunék. Stimulovand erytropoeza se pak muze

2 Monoklonalni krvetvorba, kdy krevni buiiky jsou odvozeny od jedné kmenové buiiky, je patologickd. Jedna se o leukemie vzniklé dominanci mutované

buiiky v produkci krevnich bungk, a tedy o patologicky klon krvetvorby.
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odvijet ptimo od kmenovych bun¢k a paralelné obchazet
vyvojovou hierarchii krvetvorby (Singh et al., 2018). Vel-
mi zajimavé jsou také nové poznatky o tom, Ze erytrocyty
vytvofené v podminkach adaptace na hypoxické prostredi
podléhaji rychlému zaniku tzv. neocytolyzou, poté kdyz
prestane hypoxické prostiedi na organismus pusobit (Song
a Prchal, 2018). Nase studie kostni dfené regenerujici
z malého poétu bunék, které prezily jeji akutni posko-
zeni, prokazala velkou expanzi pozménénych pozdnich
myeloidnich progenitorti a podobnost tohoto prechodného
stavu krvetvorby s definitivni embryonalni krvetvorbou
uskute¢tiovanou ped vznikem prvnich kmenovych bun¢k
(Faltusova et al., 2020).

ZAVER

Vyzkum krvetvorby u mysi umoznil poznani kvalita-
tivnich a kvantitativnich aspektii tvorby krevnich bungk.
Poskytl piedev§im poznatky o uloze a Casti kmenovych
bundk v procesu krvetvorby jak béhem jejiho embryonalniho
vyvoje, tak i v dosp&lém jedinci. Poskytl i poznatky o prube-
hu obnoveni struktury a funkce poskozené krvetvorné tkané
nebo jeji reakei na dlouhodobé zménéné potieby urcitého
druhu krevnich bun&k. Poznatky ziskané studiem mysi
krvetvorby jsou prenositelné na krvetvorbu u lidi, pro cozZ
svédi uplatnéni poznatkll z experimentalni transplantace
kmenovych bun&k v klinickych transplantacich kostni drené
a krvetvornych kmenovych bunék.

Podé&kovani: Prace byla podpofena Grantovou agenturou
Ceské republiky, projektem 17-018978S.

Seznam zKkratek

BFU-E — (burst forming unit) vyvojové Casny erytroidni
progenitor,

BMP — (bone morphogenic protein) morfogen,

CFU-E — (colony forming unit) vyvojové pozdni erytroidni
progenitor,

CLP - spole¢ny (common) lymfoidni progenitor,

CMP — spoleény (common) myeloidni progenitor,

E — embryonalni vyvojovy den,

EMP — erytroidni-myeloidni progenitor,

EP — erytroidni progenitor,

GMP - granulocytovy-makrofagovy progenitor,

FACS — priitokova cytometrie (fluorescence activated cell
sorting),

HSC — krvetvorna kmenova buiika,

LK — buiiky bez liniovych diferenciacnich znaka exprimujici
receptor c-Kit,

LSK — LK buiika exprimujici Sca-1 antigen,

LSK — LK buiika bez Sca-1 antigenu,

MPP1-4 — multipotentni progenitory,

MEP — megakaryocytovy-erytroidni progenitor,

SCF — stem cell faktor, Wnt —morfogen
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