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Summary

An outline is presented of recent opinions concerning possibilities of the regeneration of cells, or-
gans and tissues by morphological methods. Historical dogmas, which are, however, still valid in
medical practice, as well as new approaches to this problem, are recapitulated. The model for study-
ing stem cells are the cells obtained from cell lines participating in the haemopoiesis. The knowledge
in this field is advanced to such and extent that their use in the treatment became a standard of
medical haematology. This was achieved mainly due to the fact that the blood stem cells can be rela-
tively easily found without the use of embryos. Their differentiating marker is protein CD 34. It is
present on their surface. Stem cells can be isolated from the blood of adults. It makes about 0.01%
of mononuclear cells there. They can be isolated from the umbilical blood and from the placenta.
They are more frequent and more fertile there. Thereafter, when they leave the body and are multi-
plied, they are injected into the body again as it is known that they are settled directly in the bone
marrow, e.g. after a damage to the bone marrow by chemotherapy.

This sympathy between stem blood cells and bone marrow is striking. It informs us about biol-
ogy of stem cells in general. Under in vitro conditions, stem cells are completely missing the environ-
ment of the bone marrow. Thus, they cannot survive for long periods. They require the presence of
endothelial cells, lipidic cells, fibroblasts, macrophages or osteoblasts and also components of the
extracellular matrix. This results in considerations that within the bone marrow, each haemopoietic
cell lives in a certain microscopic family of the stroma cells, which take care of it and provide it with
appropriate instructions, sometime reminding of the work of bees taking care of their queen. The
nests of stem cells are certainly also present in other tissues.

Key words: Regeneration — stem cells — protein CD 34 — stem cells and bone marrow — adaptation —
stem types — haemopoiesis

Souhrn

V publikacii sa opisuje prehlad novsich nazorov na moznosti regenericie buniek, organov a tkanfv
morfologickymi metédami. Rekapituluji sa historické, ale zatial' v praxi lekara platné dogmy aj nové
pohlady na tento problém. Modelom pre stadium kmenovych buniek si bunky, pochadzajace z linif
buniek, zucastiujucich sa krvotvorby. Poznatky na tomto poli pokrocili natolko, ze ich pouZivanie
v liecbe sa stalo standardom medicinskej hematoldgie. Podarilo sa to najmi preto, lebo krvné kme-
fiové bunky sa daji pomerne Pahko najst’ bez pouzitia embryi. Ich odlisujicim markerom je protein
CD 34. Ten je pritomny na ich povrchu. Kmenové bunky mozno izolovat’ z krvi dospelych. Tam
tvoria zhruba 0,01 % jednojadrovych buniek. Mozno ich izolovat’ z krvi pupocnika a z placenty.
Tam st ovel'a hojnejsie a plodnejsie. Potom, ako opustia telo a tam sa rozmnozia, vstriecknu ich opat’
do tela, lebo je zname, Ze sa usidlia rovno v kostnej dreni, napr. potom, ked’ kostna dren znic¢i che-
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moterapia.

Tato sympatia kmenovych krvnych buniek a kostnou drenou je ndpadnou. Poucuje nas
o biolégii kmefniovych buniek vSeobecne. In vitro kmeniovym bunkam uplne chyba prostredie kostnej
drene. Preto nem6zu velmi dlho prezit’. Potrebuju spolocnost” endotelovych buniek, tukovych bu-
niek, fibroblastov, makrofagov ¢i osteoblastov a rovnako zloziek mimobunkového matrixu. To vedie
k tvaham, Ze v kostnej dreni kazda bunka hemopoézy Zije v istej mikroskopickej rodine buniek stro-
my, ktoré ju opatruju a poskytuju jej nalezité instrukcie, obcas pripominajice pracu vciel, starajucich
sa v tl'och o kralovni. Hniezda kmenovych buniek istotne jestvuja aj v inych tkanivach.

Kracové slova: regeneracia — kmenové bunky — protein CD 34 — kmeniové bunky a kostna dren —

adapticia — typy buniek — hemopoéza

UVOD

Stanovenie formy postihnutia buniek nie je na-
tol’ko zlozitym problémom, ako by sa mohlo
zdat’ na prvy pohlad. Vic¢sinu poriach funkcif
buniek sprevadzaju strukturne zmeny. Tie ul'ah-
¢uju ich zist'ovanie. Naviac nds struktirne zme-
ny vedd k zdsadnym uvaham o funkénom vyz-
name takych zmien. Preto unik hemoglobinu
z erytrocytov naznacuje moznost’ poruchy ich
povrchovych membran. Isté zmeny vidno uz
vol'nym okom. Hypertrofické svalstvo vidno
bez mikroskopu. Pritomnost’ nadmerného
mnozstva zeleza v tkanivich sa prejavuje ich
hrdzavo hnedou farbou. Preto byva pohlad
vol'nym okom dolezitym pristupom pri hP'adani
patologickych premien. Svetelnym mikrosko-
pom mozeme nadobudat’” vedomosti nielen
o orto- a patomorfolégii skiumanych buniek,
tkanfv a organov, ale metédami histochémie
moézeme nadobudat’ poznatky o ich biochemic-
kej, imunochemickej ¢i inej povahe na réznej
strukturnej urovni. To umoznuje ich Struktdra.
Ich vysetrenie metédami transmisnej a rastrovej
elektrénovej mikroskopie priblizi  moznosti
morfologickej lokalizacie ¢i identifikacie roznych
latok na drovni molekul alebo atému (EDAX,
SIMS). Tieto nadobudaju osobitny vyznam
v spojeni sinymi metédami analyzy biologic-
kych materialov.

Silnym nastrojom pre motfologicku dia-
gnostiku je pocitacom podporované zariadenie,
oznacené ako fluorescence-activated cell sorter
(FACS, triedi¢ buniek aktivovanych fluorescen-
ciou). Umozni rychlu informaciu o mnoZstve,
vel'kosti, tvare alebo o Specifickych kvalitach
prinajmensom 10.000 buniek. V Pudskej krvi
moze rozlisit’ 100 podtried lymfocytov (De Ro-
sa et al., 2003).

Vyznamnou je tiez miera odchylnosti od

Kontakt 2/2007

zvycajnej normy. gportovec méze mat’ hmot-
nost’ 3—4 x vicsiu ako asketicky mnich. Pritom
obaja st este normalni. Obaja sa liS§ia mierou
svojho prisposobenia zivotu. Oboch pritom do
urcitej miery postihuje hrozba schopnosti pri-
sposobovat’ sa (Majno a Joris, 2004). Bunky
moézu reagovat’ na rézne podnety prisposobe-
nim sa. V skutku sa nemusi jednat’ o zmeny
patologické, hoci moéze otvarat’ dvere chorobe.
Bunky, organy a tkaniva sa moézu:

+  zmnozit,, aby nahradili straty (regeneracia),

e zvysit ¢o do poctu nad normu
(hyperplazia),

e zvicdit ¢o do velkosti (hypertrofia, poly-
ploidita),

+  zmensSit’ (atrofia),
«  zmenit’ svoj fenotyp (modulacia — zmena,

uprava),

«  nahradit’ réznymi inymi typmi buniek
(metaplazia),

« adaptovat’ sa organelami (subcelularna
adapticia).

REGENERACIA, ADAPTACIA A KMENOVE
BUNKY
V publikacii sa zaoberdme istou formou adapta-
cie (ptispdsobenia sa) — regenericiou. Akukol-
vek cast’ tela mozno stratit’ pre nehodu alebo
pre chorobu. Ak jedinec prezije, stratenu cast’
moze obcas nahradit’. Musime vsak daco vediet’
o nestalych pravidlach hry. O aké pravidla sa
teda jednar
Cicavce  moézu  nahradzovat’”  bunky,
aj tkaniva, nie organy alebo koncatiny. Touto
vyssou schopnost’ou disponuju nizsie Zivocichy,
napr. jasterice, tym moze dorastat’ chvost. Vyza-
duje si to vyladenu regeneraciu mnohych tkaniv.
Pre takyto proces je ovela vhodnejsim termi-
nom rekonstrukcia (Majno a Joris, 2004). Vicsi-



na cicavcov nemoéze nahradit’ ani koren vlasu.

Ak déjde k vzniku jaziev, vieme, ze si bez vla-

sov. Z tohto pravidla jestvuju vsak isté vinimky.

Tak napriklad malé krvné cievy (prekapilarové

arterioly, kapilary a postkapilarové venuly) sa

mozu obnovit’, lebo inak by nebolo mozné ho-
jenie ran. Aj u deti do veku asi 4,5 roka je ddajne
mozna obnova Spicky prsta dotial, dokial je
$picka jasne oddelena a ak amputacia nastane na
vhodnom mieste (Douglas, 1972; Illingword,

1974). Tieto informacie vsak nie s uplne déve-

ryhodné.

Taliansky profesor vseobecnej patologie
Giuglio Bizzézero (1894) opisuje zakladné pra-
vidla regeneracie. Uvadza, Ze pocet mitdz
v urcitych typoch tkaniva je umerny jeho schop-
nosti regenerovat’ sa. Rozdel'uje bunky do troch
kategorif:

1. Labilné bunky. Maju mitézy pocas celého
Zivota, regeneruju nepretrzite (napr. kostna
dref a epidermis).

2. Stabilné bunky. Obsahuju spontinne
mit6zy. Po narodeni si mimoriadné, vidno
ich ako reakciu na podnety (t. j. spojivové
tkanivo, hepatocyty).

3.  Permanentné bunky. Tie v dospelosti
nemaju mitézy a nemodzu sa regenerovat
(priecne pruhovany sval a neurdény). Ne-
skor k tomuto typu pridavaju d’alsie bunky,
napr. Sertoliho a vlasové bunky, podocyty
v glomerulach a iné bunky.

Tuato normu prijimaju ako dogmu, zhoduje sa
s kazdodennou skudsenost’ou. Klasifikacia do-
dnes vyhovuje, hoci novsie pokusy odhaluja
uplne novu panoramu regeneracie. Bizzdzero
ako prirodovedec opisal to, co uvidel. Teraz su
vsak vedci agresivni. Narabaju s bunkami. Pes-
tuju ich in vitro, buntosia ich s faktormi rastu
a menia ich gény. Vd'aka réznym manipuldciam
objavuju, Ze vSetky tkaniva vlastnia bunky kme-
nové. Tieto m6zu mat’ mohutny potencial rastu.
Patria k nim aj prie¢ne pruhované svaly, buky
stdcového svalu ¢i Pudsky mozog.

Co st to kmenové bunky? Koncepcia kme-

flovjch buniek je tak stard ako tedria buniek.
Kmeiové bunky su nediferencované bunky, ktoré
schopné behom Zivota obnosa utvoris jedenci viacero

typov  buniek Kazdd dospela bunka ma
»matku® (taito sa moze delit’ v priebehu Zivota)
a liniu predkov kmeriovych buniek so zvysenym
potencidlom k rozdeleniu sa (Gage, 2000; Hall

a Watt, 1989). Koncové kmenové bunky pred-
stavuju bunky véasného embrya. Tieto je mozné
povazovat’ za totipotentné (schopné rozvijat’ sa
hocijakym smerom). Ich linie sa siria v plodoch,
a aj v dospelych. Tam sa vyskytuji ako multipo-
tentnébunky. Tie, ktoré su blizsie koncovej dife-
rencidcii, sa oznacuju bud’ za progenitorovécommi-
ted (odovzdavajuce), alebo za prechodnébunky.
Nomenklatira je stale v stadiu vyvoja.

V beznych histologickych rezoch je hlada-
nie kmenovych buniek Fahké iba v epitelovom
leme. Tym je napriklad epidermis lebo kmeriové
bunky nasadaji na membrana basalisV druhych
tkanivach je hladanie kmenovych buniek frus-
trujice, lebo podla vymedzenia ich pojmu sa
jedna o bunky nevyhraneného vzhladu, teda
o bunky nediferencované. Zvycajne ich rozo-
zname imunohistochemicky zistenim rozlisuja-
cich antigénov na ich povrchu ¢i v cytoplazme.
Rozhodujucim testom je rast o¢akavanych kme-
fiovych buniek in vitro a start ich diferencovania
vhodnym rastovym faktorom. Ak sa kmenova
bunka replikuje, mitéza moze byt symetricka
(vzniknd dve kmeniové bunky) alebo asymetric-
ka (vznika jedna kmenova bunka a jedna proge-
nitorova, alebo diferencovana bunka).

Osnovu ,,hniezd®, zrodenu z ¢irej Spekula-
cie, potvrdili Zhang et al. (2003) elegantnym
pokusom in vivo. Kostné tramce pokryvaju bun-
ky endoostu. Medzi nimi su zhluky mimoriad-
nych SNO (Spindle-shaped N-cadhedrin® CD45
) buniek, osteoblastov. Ide o kIi¢ovu zlozku
hniezd. Zadrzuja kmenové bunky hemopoézy
pomocou N-kadhedrinu a beta-cateninu. Spo-
menuté, biologicky aktivne latky sa nachadzaju
v tesnych junkciach (Zhang et al., 2003).

Technické problémy vyskumu kmenovych
buniek sa velké, komplikované etickymi,
aj politickymi spormi. Predovsetkym si potrebu-
jeme polozit’ nasledovné otizky: Co modzeme
ocakavat’ od kmenovych buniek? Ako ich moz-
no instruovat’ k rozliSeniu sa na pozadované
$pecializované bunky? Ako ich moZno umies-
tnit’ tam, kde ich vskutku treba? Ako dlho preZi-
ji a posobia? Mézu generovat’ nadory alebo iné
problémy? Mozno pouzivat’ I'udské embryové

siimenové bunky? Ako pésobia kmenové bunky,
pochadzajice z krvnych kmenovych buniek,
ktoré prirovnavajid kmenovym bunkam embryi
Pudi? (Pittenger et al., 1999). Zatial' stale zosta-
vaji isté otazky, ktoré je treba zodpovedat’
(Danisovi¢ et al., 2007). V perspektive zostava
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skromna nadej budovat’ ¢asti Pudi. Vicsina uve-
deného ostava hudbou buducnosti. Urcité ohu-
rujice vykony uz vykonali, osobitne na mysiach.
Ich vysledky by mozno ohromili nielen historic-
ky zname osobnosti.

Nedavno predstavovali kmenové bunky
titulky publicistov nielen z hl'adiska politickych
a etickych vystupov, ale tiez z hl'adiska im pripi-
sovanych dloh. Koho by neudivilo pocavat’
o krvnych kmefiovych bunkich, premienajicich
sa na pecen (Lagasse et al., 2000; Petersen et al.,
1999), na myokard (Bittner et al., 1999) alebo
o bunkach koZe, meniacich sa na neurény
(Tuszinski a Kordower, 1999). Teraz je treba
¢akat’ na iny obraz, ktory uvidime po usadeni sa
zvireného prachu (Abkovitz, 2002; Anderson et
al, 2001). Vysledky prace publikovanej
pod patetickym titulom ,Turning Brain into Blo-
od* (Bjornson et al., 1999) ini autori nedokazali
(D’Amour a Gage, 2002). Vela presvedéivych
dokazov ukazuje, Ze mnohopotentné kmenové
bunky hemopoézy tvori od zaciatku zmiesana
skupina buniek (Orkin a Zon, 2002). Holden
a Vogel (2002) ukazuji, Ze kmenové bunky,
ktoré injikovali do vén, mozu splyvat’ s bunkami
hostitela, aj budit’ bunky vzhladu kmenovych
buniek embryi. Maju vsak dvojnasobny pocet
chromozémov. Asi nie su geneticky stabilné.
Ako priklad uvedieme regeneraciu epitelu.

Epitel regeneruje velmi dobre, az na nie-
kolko uz spomenutych vynimiek.

Povrchovy epitel — Vsetky povrchové epite-
ly su programované na regenerovanie cez po-
skodené oblasti. Regeneracia nastava dvojfazo-
vo, podobne ako regeneruje endotel. Najnalie-
hajtcejsou ulohou jeho regenerovania je pokry-
tie exponovaného povrchu spojivového tkaniva.
Zmyslom regeneracie je uzavretie dverf pri in-
fekcii, ale nie krvnym dostickam. Epitelové bun-
ky sa teda siria z okrajov rany na povrch posko-
denia vrstvou lamelovych vybezkov (Watanabe
a Mitchinson, 2000). Nové epitelové bunky
vznikna asi 1-2 mm od okraja rany. Je mozné,
ze bunky sa mo6zu pohybovat’ alebo rozmnozo-
vat’ (Steen a De Palma, 1988). Postupujuce bun-
ky moézu urychlit’ svoju ulohu tvorbou laniek
aktinovych vlakien. Tieto prebiehaji okrajom
rany a ucinkuji ako povrazok mesca (Jacinto et
al., 2001; Lotz et al., 2000; Martin a Lewis,
1992). V priebehu pokrytia $trbin, nediferenco-
vané bunky vyzrievajd na pozadované typy,
napr. na bunky s ciliami alebo na hlienotvorné
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bunky (Gordon a Lane, 1980).

DISKUSIA A ZAVER
Modelom pre stddium kmenovych buniek sa
bunky pochadzajuce z linii buniek zucastnuji-
cich sa krvotvorby. Poznatky na tomto poli po-
krocili natolko, ze ich pouzivanie v liecbe sa
stalo Standardom medicinskej hematoldgie. Po-
darilo sa to najmi preto, lebo krvné kmenové
bunky sa daji pomerne 'ahko najst’ bez pouzi-
tia embryi. Ich odlisujicim markerom je protein
CD 34. Ten je pritomny na ich povrchu. Kme-
flové bunky mozno izolovat’ z krvi dospelych.
Tam tvoria zhruba 0,01 % jednojadrovych bu-
nieck. Mozno ich izolovat’ zkrvi pupocnika
azplacenty. Tam si ovela  hojnejsie
a plodnejsie. Potom, ako opustia telo a tam sa
rozmnozia, vstriecknu ich opit’ do tela, lebo je
zname, ze sa usidlia rovno v kostnej dreni, napr.
potom, ked kostnu dren znici chemoterapia.
Tato sympatia kmenovych krvnych buniek
s kostnou drefiou je ndpadnou. Poucuje nas
o bioldgii kmenovych buniek veobecne. In vitro
kmefiovym bunkam dplne chyba prostredie
kostnej drene. Preto nemé6zu vel'mi dlho prezit’.
Potrebuji  spolo¢nost’ endotelovych buniek,
tukovych buniek, fibroblastov, makrofagov ¢i
osteoblastov a rovnako zloziek mimobunkové-
ho matrixu. To vedie k ivaham, Ze v kostnej
dreni kazda bunka hemopoézy zije v istej mikro-
skopickej rodine buniek stromy, ktoré ju opatru-
ja a poskytuji jej nalezité instrukcie, obcas pri-
pominajice pracu vdciel, starajucich sa v afoch
o kralovnd. Hniezda kmenovych buniek istotne
jestvuju aj v inych tkanivach.
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