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Souhrn: Kmenové buriky, embryondlni i somatické, pfitahuji v soucasnosti pozornost védecké i lékaiské odborné vefejnosti. Pro
svou schopnost dlouhodobé sebeobnovy a diferenciace by se kmenové buriky mohly stat klicem k 1é¢bé zavaznych onemocnéni,
a proto jsou pfedmétem celosvétového vyzkumu fady védeckych tymu. Tento ¢lanek predkladd ¢tenafi stru¢ny nahled na sou-
¢asny stav pozndni v problematice lidskych kmenovych bunék. V tvodu se autofi vénuji definici kmenovych bunék a zékladnim
otizkdm nomenklatury. V kapitole o embryonalnich kmenovych burikich pak predklddaji historicky prehled vyzkumu, princi-
py pritkazu pluripotence a jejich potencidlni terapeutické aplikace. V kapitole o somatickych kmenovych burnkach se autori vé-
nuji jejich obecné definici a klasifikaci, moZnostem jejich pritkazu v tkdnich a diskutovaném fenoménu plasticity. Nasleduje pre-
hled hlavnich typt somatickych kmenovych bunék, zejména neuronalnich, endotelidlnich, svalovych, epitelidlnich, pankrea-
tickych a jaternich. Kmenovym burikdm kostni dfené bude vzhledem k jejich experimentalnimu i klinickému vyznamu vénovan
samostatny ¢lanek. Vyzkum kmenovych bunék md pted sebou stile vice nezodpovézenych otdzek nez odpovédi.
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Stem cells: new promise in medicine

Summary: The stem cells - both embryonic and adult - attract the attention of scientific and medical community nowadays.
They could become a key to the treatment of serious diseases, because of their ability of the long-term self-renewal and diffe-
rentiation. Many scientists around the world pay attention to stem cells research. This article gives a brief overview of the sta-
te-of-the-art of our knowledge about the human stem cells. In the introduction, the definition of stem cells and their no-
menclature are described. In the chapter about embryonic stem cells, historical background, proof of pluripotency, and potential
therapeutical applications are summarized. In the chapter about adult stem cells, the definitions and classification, their de-
tection in tissue, and the phenomenon of plasticity are mentioned. The description of major types of adult stem cells follows:
neuronal, endothelial, muscle, epithelial, pancreatic and liver stem cells. Stem cells from bone marrow will be described in a se-
parate article, because of their role in medicine and research. However, there are still more unanswered questions than available
answers in the stem cell research.
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1. Uvodem

Neni mnoho oblasti mediciny, které
by v posledni dobé pritahovaly tolik
pozornosti jako pravé problematika
kmenovych bunék. Samoziejmé
atraktivita kmenovych bunék stoji
na zakladech pokroku v molekular-
ni a bunééné biologii, genovém inze-
nyrstvi a klonovani. Z teoretického
hlediska maji kmenové burky témér
neomezeny potencidl v humdanni
mediciné diky své schopnosti se-
beobnovy a diferenciace.

Lidské embryondlni kmenové bun-
ky byly izolovany z embryi a tispésné
kultivovany poprvé v roce 1998. Za-
roven se objevovalo mnoho novych
informaci o somatickych kmeno-

vych bunkach, tj. bunkach, které se

v malych poctech nachdzeji ve spe-
cializovanych tkanich téla a které
jsou schopny diferencovat do urci-
tych bunéénych typa. V poslednich
letech se objevuji nové fascinujici
zpravy o tzv. plasticnosti téchto bu-
nék - jejich schopnosti diferencovat
do ontogeneticky rozdilnych bu-
nécénych linii.

2. (o je kmenova buiika?

Kmenova bunka je buiika, ktera je
schopna se délit (sebereplikovat) po
neomezenou dobu - ¢asto po dobu
Zivota organizmu, aniz by se pfitom
diferencovala. Za uréitych podminek
(dostane-li spravny signdl) se kme-
nova burka diferencuje do mnoha
rozdilnych typt bunék, které tvofi

tkdné. Jinymi slovy, kmenova bunka
mé potencidl vyvijet se do zralych
bunék majicich charaketeristické
morfologické vlastnosti a specializo-
vané funkce, jako jsou myocyty, koz-
ni bunky ¢i neurony.

Rozlisujeme 2 hlavni typy kmeno-
vych bunék: embryondalni kmenové
buriky a somatické ¢i organové
kmenové buriky. (Protoze ceské ter-
miny nejsou zatim prili§ zazité, bu-
deme se v textu drzet anglického
oznaceni - embryonic stem cells -
ESC a adult stem cells - ASC).
Embryonalni kmenové buriky (ESC)
jsou definovany svym ptivodem - tj.
tim, ze pochazeji z nejéasnéjsich fazi
vyvoje embrya, z blastocysty. ESC
jsou odvozeny z vnitini bunééné ma-
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sy blastocysty ve stadiu pred jeji im-
plantaci do délozni stény. ESC jsou
schopny sebeobnovy a jsou totipo-
tentni - mohou produkovat speciali-
zované bunky vsech 3 zarode¢nych
listti, véetné bunék germindlnich.
ASC je nediferencovana (nespeciali-
zovand) burika, jez se nachdzi v jiz
funkéné specializovanych tkdnich; je
schopna sebeobnovy a diferenciace,
aby produkovala specializované bu-
nécné typy tkani, ve keerych se na-
chazi. ASC jsou schopny sebeobnovy
po dobu zivota organizmu. Zdroje
téchto kmenovych bunék byly nale-
zeny v kostni dreni, krvi, rohovce
a sitnici oka, zubni pulpé, jatrech,
kazi, CNS, gastrointestinalnim trak-
tu, pankreatu a v dalsich tkdnich
a organech. Na rozdil od ESC nejsou
znamy ASC, které by byly schopny
formovat vSechny bunky téla.

3. Strutné o embryonilnich

kmenovych buiikach

Embryonalni kmenové buriky jsou
definovany svym pavodem. Jsou od-
vozeny z embryi ve stadiu blastocysty,
tésné pred implantaci do délozni sliz-
nice. V tomto stadiu se napf. preim-
planta¢ni embryo mysi sklidda az ze
150 bunék. Tvofi je vrstva vnéjsich
bunék (trofektoderm) obalujici duti-
nu (blastocel) s vnitfni bunécnou
masou, pozdéjsim primitivnim ekto-
dermem, ze kterého se embryonalni
kmenové buriky izoluji.

Studie ESC odvozenych z mysi
blastocysty se staly moznymi pred vi-
ce nez 20 lety s objevem techniky, jez
umoznila tyto bunky mnozit in vitro
a soucasné udrzovat v nediferencova-
ném stavu. Kmenové buriky podobné
embryonalnim, nazyvané embryonal-
ni germindlni bunky (EGC), mohou
byt odvozeny od primordidlnich
germindlnich bunék (bunék vyvijeji-
ciho se plodu, z nichz se formuyji va-
jicka a spermie) mysi nebo ¢lovéka.

Absolutni univerzilnost, totipoten-
ce - tedy schopnost generovat dife-
rencované bunky odvozené od vsech
3 zarodec¢nych vrstev embrya - ento-

dermu, mezodermu a ektodermu -
¢ini ESC zcela unikdtnimi. Jak vlast-
né vime, ze tyto bunky jsou skutecné
totipotentni? Kritéria zalozend na la-
boratornich testovacich metodich
ESC odvozenych od mysiho embrya
zahrnuji 3 typy experiment [35].

Proni test je provadén injekci jiz
izolovanych ESC do blizkosti vnitfni
bunécéné masy blastocysty jiného
mysiho kmene. , Kombinované“ em-
bryo je pak pfeneseno do délohy
pseudogravidni mysi. V ptipadé, Ze se
takova blastocysta implantuje a jeji
dalsi vyvoj probéhne normalneé,
vznikne chiméra. Chimérizmus je
mozné prokazat i ve vznikajicich go-
nadach se zarode¢nymi burikami,
a ten je pak povazovan za konecny
dukaz totipotence.

Drubon metodou je injekce ESC do
dospélé mysi (pod kiizi nebo pouzdro
ledviny) geneticky identické nebo
imunodeficientni, takze ve tkani ne-
dojde k rejekci. V pfijemci se bunky
vyvijeji v benigni tumory zvané tera-
tomy. Pfi mikroskopické analyze téch-
to tumort lze zjistit, ze tumory obsa-
huji bunky odvozené ze vsech 3 zaro-
deénych vrstev embrya, endodermu,
mezodermu a ektodermu. Teratomy
typicky obsahuji gut-like-struktury,
napf. vrstvy epitelidlnich bunék
a hladkého svalu; pficné pruhovany
sval a myokard (ktery se mtize spon-
tanné kontrahovat); nervovou tkar;
chrupavky a kosti; nékdy i chlupy.

Tret{ technikou je spontdnni nebo
cilena diferenciace mysich ESC in
vitro. Lze ji provést odnétim leuke-
mického inhibi¢niho faktoru (LIF),
ktery napomdhd sebeobnové nedife-
rencovanych ESC a zamezenim adhe-
rence na povrch kultiva¢nich misek.
Béhem nékolika dni po zméné kulti-
vacnich podminek ESC agreguji
a tvofi tzv. embryoidni téliska. Télis-
ka obsahuji dobfe organizované
mnozstvi diferencovanych nebo ¢is-
tecné diferencovanych bunék odvo-
zenych od vsech 3 zarode¢nych vrstev.
Cilené, rliznymi zménami kultivaé-
nich podminek, 1ze ESC diferenco-
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vat do fady bunéénych struktur.
Napf. mysi ESC mohou tvofit in
vitro vaskularni struktury, neurony
uvoliujici dopamin a serotonin,
endokrinni ostriivky pankreatu.

Technika kultivace mysich ESC
z vnitini masy preimplanta¢ni blas-
tocysty byla poprvé publikovina
pred vice nez 20 lety [20,35] a rtizné
modifikace této standardni proce-
dury se dodnes pouzivaji v laborato-
fich celého svéta. Je prekvapujici, ze
az do dnes$niho dne pouze 3 savéi
druhy poskytly dlouhodobé kultury
ESC schopnych sebeobnovy: mys,
opice a ¢lovék.

Kratka historie vyzkumu embryonalnich
kmenovych bunék

Novd éra biologie embryonalnich
kmenovych bunék zacala v roce 1998,
kdy James Thomson a jeho spolu-
pracovnici uvefejnili metodu ziskani
lidskych ESC z vnitini vrstvy lidské
blastocysty produkované v ramci
programt in vitro fertilizace (IVF)
a darované pro tcely vyzkumu. Ve
stejné dobé jind skupina vedena
Johnem Gearhartem publikovala zis-
kani linie bunék, které identifikovali
jako embryondlni zdrodecné buriky
odvozené z primordidlnich zirodec-
nych bunék 5 az 9 tydnu starych fe-
talnich tkani z elektivnich potratt.

Historie v datech:

1878 - prvni pokusy fertilizovat sav¢i
vejce mimo télo

1959 - prvni zvife (kralik) pripraveny
technikou IVF ve Spojenych statech
60. leta 20. stoleti - studie teratokarci-
nomi varlat kment inbrednich mysi
ukazuji na jejich pavod z embryo-
nalnich zarode¢nych bunék (em-
bryonic germ cells, EGC); EGC byly
oznaceny jako typ kmenovych bunék
1968 - Edwards a Bavister fertilizuji
prvni lidské vejce in vitro

70. léta 20. stoleti - embryonalni bun-
ky injektované do mysi blastocysty
produkuji chimérickou mys [36]
1978 - Louise Brown, prvni IVF dité,
se narodilo v Anglii
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1981 - Evans a Kaufman a soucasné
Martin derivuji mysi embryonalni
kmenové buriky z vnitfni vrstvy
blastocysty; injekce ESC do mysi in-
dukuje formaci teratomi [20,35]
1989 - Pera et al derivuji klonalni li-
nie lidskych embryondlnich bunék,
které vytvareji tkané ze vSech 3 zéro-
decnych listti; bunky jsou aneuploid-
ni a jejich potencial diferencovat se
in vitro je limitovan [46]

1995-1996 - ESC primatt jsou izolo-
vany a udrzovdny in vitro, nejprve
z vnitini bunééné masy u makakiy
tyto ESC maji normélni karyotyp;
jsou pluripotentni a diferencuji se do
bunék vsech 3 zarodec¢nych listt
1998 - Thomson et al izoluji lidské
ESC z vnitini masy lidské blastocys-
ty; buriky jsou kultivoviny pies mno-
ho pasazi, zachovavaji si normdlni
karyotyp, udrzuji vysokou troven te-
lomerazové aktivity a exprimuji panel
znakt typickych pro ESC primati
[63]; Gearhart et al odvozuji lidské
EGC z gonadalniho zifezu a mezen-
chymu S az 9 tydnt starych fetalnich
tkdni; EGC nevytvareji teratomy po
injekci imunodeficitnim my$im
2001 - vice vyzkumnych skupin po-
pisuje metody piimé diferenciace
ESC in vitro

Pluripotence lidskich embryonalnich
bunék a EGC

Lidské ESC a EGC in vitro jsou schop-
ny dlouhodobé sebeobnovy zachova-
vajice normdlni karyotyp [6,51,56,63]
a jsou schopny proliferace po fadu
[43] déleni. Kultury odvozené od za-
rode¢nych bunék maji mensi prolife-
ra¢ni kapacitu, vétsina proliferuje po
40. déleni; maximum je 70 az 80 dé-
leni [53]. K dnesnimu dni potvrdilo
nékolik laboratofi pluripotenci lid-
skych ESC [6,27,51,53]. Testem plu-
ripotence je in vivo injekce ESC imu-
nodeficitnim mys$im a jejich diferen-
ciace do vsech 3 zirodec¢nych listt,
jez zahrnuji stfevni epitel (odvozeny
z entodermu), hladky a pti¢né pru-
hovany sval (odvozeny z mezoder-
mu), neuronalni a vrstevnaty dlazdi-

i Y.

Obr. 1. Pocinajici kolonie bunék primitivniho ektodermu derivovana
z vnitfni bunééné masy lidské blastocysty.

Obr. 2. Rostouci kolonie lidskych embryondlnich kmenovych bunék
linie CCTLG.

covy epitel (odvozené z ektodermu)
[27,51,63].

Lidské ESC pro terapeutickeé tcely

Nemoci, jez by mohly byt léceny po-
moci lidskych bunék odvozenych od
ESC, zahrnuji Parkinsonovu nemoc,
diabetes mellitus, traumatické po-

$kozeni michy, degeneraci Purkyno-
vych bunék, Duchennovu muskulér-
ni dystrofii, srdecni selhani, osteoge-
nesis imperfecta a dal$i. Nicméné se
zda, ze lé¢ba téchto nemoci vyzadu-
je, aby se lidské ESC diferencovaly,
alespon ¢dstecné, do specifickych bu-
nécénych typt pred vlastni transplan-
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taci. V soucasném stadiu vyvoje jsou
tedy léc¢ebné procedury zalozené na
pouziti lidskych embryonalnich kme-
novych bunék hypotetické a vysoce
experimentalni [29,43]. Jednou z vy-
hod pouziti ESC ve srovnani s ASC je
jejich prakticky neomezena kapacita
proliferace in vitro a vét$i pravdépo-
dobnost vytvofeni $irsiho spektra
bunéénych typtt pii diferenciaci.
Rovnéz bude nezbytné prokazat op-
timdlni stav diferenciace pro trans-
plantaci a schopnost ESC prezit, in-
tegrovat se a fungovat v organizmu
ptijemce. Potencidlni nevyhody po-
uziti lidskych ESC pro transplantace
zahrnuji schopnost nediferencova-
nych ESC indukovat tvorbu tumort
(teratomut).

Mnoho potencialnich aplikaci lid-
skych ESC se nachdzi také mimo
transplantaéni vyzkum, napf. studi-
um casnych fzi embryogeneze nebo
nevysvétlené priciny vrozenych vad
a placentdrnich abnormalit. Studiem
lidskych ESC in vitro bude mozné
identifikovat genetické, molekularni
a bunécné udalosti vedouci k témto
problémiim a analyzovat metody
k jejich prevenci [30,49]. Lidské ESC
jsou kandidatem pro testovani léku.
Zviteci modely nemohou vzdy predi-
kovat efekty 1ékii na lidské buriky,
proto by mohly byt kulcury lidskych
ESC zarazeny do preklinického tes-
tovani. Lidské ESC mohou byt dale
pouzity pro vyvoj novych metod ge-
nové terapie [49].

4. Somatické kmenoveé buiky

Dnes je zfejmé, ze kmenové buriky se
nachdzeji ve vice tkanich a organech,
nez se soudilo, a ze tyto builky jsou
schopny diferenciace do vice bunéc-
nych typti, nez jsme si dokazali drive
predstavit. Pluripotence bunék byla
prokadzana jak na experimentalnim
zvifecim systému [28], tak i v kultu-
fe lidskych bunék [50]. Velmi vzacné
se vyskytujici multipotentni dospélé
progenitorové bunky (multipotent
adult progenitor cell - MAPC) po
aplikaci do mysi blastocysty prispi-

vaji podstatnym dilem k vyvoji vétsi-
ny organt takto vzniklych chimé-
rickych zvifat.

Co jsou to somatické kmenové
bunky? ASC tak jako vsechny kme-
nové buriky sdileji nejméné 2 charak-
teristiky: za prvé, schopnost se-
beobnovy po dlouhé casové useky
(long-term self-renewal), za druhé,
schopnost diferenciace do zralych
typt bunék s charakteristickou mor-
fologii a specializovanou funkei. Kme-
nové bunky typicky generuji inter-
medidlni bunécny typ, progenitorové
a prekurzorové ¢aste¢né diferencova-
né buriky, které teprve davaji vznik-
nout burikim diferencovanym. Ta-
kové buriky jsou obvykle oznacovany
jako ,committed“ pro diferenciaci
podle urcité vyvojové drahy.

ASC jsou vzicné. Jejich primdrni
funkci je udrzovat rovnovazny stav -
homeostizu - a s jistym omezenim
nahrazovat v tkani bunky, které
odumiraji pro poranéni, ale prede-
v§im v dtsledku pfirozeného opo-
tiebeni. Napfiklad, odhadem pouze
1z 10000 az 15 000 bunék kostni
dfené je hematopoetickd kmenova
bunka [67]. Kromé toho jsou ASC
rozptyleny po tkdnich organizmu
a chovaji se velmi rozdilné v zavislos-
ti na lokdlnim prostfedi. Hemato-
poetické kmenové buriky jsou stéle
generovany v kostni dfeni, kde se di-
ferencuji ve zralé typy krevnich bu-
nék. Kmenové buriky v tenkém stievé
jsou naproti tomu stacionarni a jsou
fyzicky separovany na bazi krypt od
zralych bunék, které generuji [58].

Na rozdil od embryonalnich kme-
novych bunék definovanych svym
puvodem (vnitini vrstva blastocysty)
ASC nemaji zadné takové charakte-
ristiky. Nikdo ve skutecnosti nezna
puavod ASC ve zralych tkanich. Defi-
nice ASC prechazeji v odborné litera-
tufe od jednoduchych popisti bunék
az po strikeni soubory experimental-
nich kritérii, kterd musi byt splnéna
dfive, nez muze byt burtka uzndna
jako kmenova. Nejvice informaci pfi-
chazi o kmenovych bunkach mysi.
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Seznam tkéni, jez obsahuji kmenové
burnky, nartistd a dnes zahrnuje kost-
ni dfen, periferni krev, mozek a mi-
chu, zubni pulpu, krevni cévy, kos-
terni sval, epitel ktize a traviciho trak-
tu, rohovku, retinu, jitra a pankreas.
Aby mohly byt klasifikovany jako
ASC, musi byt bunky schopny se-
beobnovy po celou dobu Zivota orga-
nizmu. Toto kritérium lze jen tézko
prokazovat in vivo, u clovéka je to
prakticky nemozné. ASC by rovnéz
méla byt klonogenni. Jinymi slovy,
jedna ASC by méla byt schopna rege-
nerovat linii geneticky identickych
bunék, ze kterych vznikaji diferenco-
vané tkarové burky. Tuto vlastnost je
rovnéz obtizné prokdzat in vivo. Prak-
ticky lze prokazat klonalitu in vitro
a schopnost repopulace dané tkané
pomoci ASC. ASC by méla byt schop-
na generovat plné diferencované bui-
ky zralého fenotypu, plné integrované
do dané tkdné, schopné specializova-
nych funkci dané tkdné. Vétsina au-
tortl spoléha na 2 kritéria - morfo-
logickou charaketeristiku a prukaz,
ze diferencované bunky nesou znaky
charakeeristické pro danou tkarn.

Jak prokazat pfitomnost ASC!

Existuji 3 metody jak prokazat, ze
ASC muze dat vzniknout specializo-
vanym burikdim. ASC mohou byt
oznaceny in vivo a sledovany. Kandi-
datskd ASC muze byt izolovdna
a oznafena a pak transplantovina
do organizmu. Nebo muize byt ASC
izolovana, kultivovdna in vitro a ma-
nipulovana (rastovymi faktory nebo
geneticky), aby se diferencovala do
zralych bunék.

Je vsak casto obtizné, ne-li nemoz-
né, rozlisit ASC od progenitorovych
bunék, které jsou ¢astecné diferenco-
vané a davaji vzniknout plné diferen-
covanym burikam. Tyto buiiky se na-
chazeji v fadé organt a maji za kol
nahrazovat diferencovanéjsi bunky
a udrzovat integritu tkané. Progeni-
torové buriky jiz nejsou schopny vy-
vijet se do vSech typt bunék tkané.
Nejsou to tedy pravé ASC.
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Plasticita somatickych kmenovych bunék
Neni tomu dévno, kdy byla poprvé
seridzné zvazovana teorie, ze ASC
muze generovat specializované buri-
ky jiné tkané - odvozené od stejného
zarode¢ného listu nebo dokonce od
jiného listu, (naptiklad hematopoe-
tické kmenové bunky odvozené z me-
zodermu by mohly generovat pfi¢né
pruhovany sval odvozeny rovnéz z me-
zodermu, ale také neurony odvozené
z ektodermu). Toho casu neni for-
malné akceptovina zddnd terminolo-
gie tohoto jevu v odborné literature.
Byva oznacovan jako plasticita (plasti-
city), neortodoxni diferenciace (unor-
thodox differentiation) nebo transdi-
ferenciace (transdifferentiation).

Abychom mohli tvrdit, Ze ASC vy-
kazuji plasticitu, musime nejprve
prokazat, ze bunécnd populace exis-
tuje ve vychozi tkani. Nasledné mu-
sime prokazat, ze ASC davaji vznik-
nout bunéénym typtim, které se nor-
malneé vyskytuji v jiné tkani. Dale je
musime sledovat v jejich novém pro-
stfedi, at jiz in vitro, ¢i in vivo, a pro-
kazat, ze oznacené ASC adoptovaly
klicové strukturdlni a biochemické
charakteristiky nové tkané, Ze se
integrovaly do prostfedi nové tkdné
a mohou v ni pfezit a fungovat jako
ptvodni zralé buriky tkané.

Mnoho experimentt tykajicich se
plasticity zahrnuje kmenové buiiky
pochazejici z kostni diené, odvozené
od mezodermu. Kmenové burky
kostni diené se v experimentech dife-
rencovaly do mezodermalné odvoze-
nych tkani, jako jsou kosterni sval
[21,26,8], srde¢ni sval [32,44] nebo
jatra [3,33,62], ale i do nervové tki-
né, jez vznikla z odlisného zirodec-
ného listu ektodermu [13,39]. Re-
cipro¢né byly nervové kmenové bur-
ky diferencovany do hematopoetické
linie [11].

Dukaz plasticity

Transplantované ASC in vivo musi
prokazat, ze se integrovaly do zralé
hostitelské tkdné a pfijaly pfinej-
mens$im nékteré z jejich vlastnosti
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[13,21,32,39,44]. Mnohé pokusy za-
hrnuji poranéni uréité tkané jako
model konkrétni nemoci c¢lovéka
[11,33,44].

Vétsina studii, keeré prokazuji plas-
ticitu ASC, zahrnuje bunky, které
jsou ziskany z kostni diené [13,21,33,
39,47] nebo z mozku [11]. Studie
plasticity prokazuji predpoklad, ze
populace kmenovych bunék v do-
spélych savcich nejsou fixované enti-
ty a Ze po vystaveni novému prostfe-
di mohou byt schopny obsadit jiné
tkané a pravdépodobné se diferenco-
vat do jinych druht bunék. Neni zna-
mo, do jaké miry se plasticita proje-
vuje fyziologicky in vivo. Také neni
jesté jasné, jak, resp. zda tento jev
muze byt vyuzit k vytvofeni tkani
uzitecnych pro terapeutickou trans-
plantaci [7,41].

5. Prehled hiavnich typi somatickych
kmenovych bunék
Somatické kmenové buiky nervového
systému
Pred vice nez 30 lety Altman a Das
prokazali, Ze 2 oblasti postnatalni-
ho mozku potkana, hippocampus
a bulbus olfactorius, obsahuji délici
se buriky, ze kterych se staly neurony
[4,5]. I ptes tyto zpravy v té dobé pre-
vladal nézor, ze nervové bunky v do-
spélém mozku se nedéli. Az béhem
poslednich S let studie prokazaly, ze
se kmenové burnky vyskytuji v moz-
ku dospélych savcii a ze tyto bunky
mohou vytvaret 3 hlavni bunééné ty-
py - astrocyty a oligodendrocyty, ja-
koz i neurony [24,38,57,61].
Kmenové buriky se ve fetalnim
a dospélém mozku déli a umozriuji
vznik dal$ich kmenovych, progeni-
torovych a prekurzorovych bunék.
Neuronélni prekurzory (neuroblas-
ty) se déli a umoznuji vznik neuro-
nt, gliové prekurzory umoziuji
vznik astrocyt(i nebo oligodendrocy-
td. Astrocyty neurontim propujcuji
mechanickou i metabolickou pod-
poru, predstavuji az 70 az 80 % bu-
nék dospélého mozku, oligodendro-
cyty vytvareji myelin. Za normalnich

podminek in vivo neurondlni pre-
kurzory neumoznuji vznik gliovych
bunék a gliové prekurzory neumoz-
nuji vznik neuront. Ackoli je Siroce
prijiman nazor, Ze mozek dospélych
savcll obsahuje kmenové bunky, exis-
tuje nesoulad v tom, kolik je popula-
ci kmenovych bunék CNS a jak fun-
guji in vivo. Protoze bézné nejsou
znamy znaky k identifikaci kmeno-
vych bunék in vivo, jedind metoda se
zaklada na izolaci bunék a manipu-
laci s nimi in vitro [41].

I pres vy$e uvedené problémy byl
dosud podan dukaz o 3 populacich
kmenovych bunék CNS. Jedna sku-
pina je pfitomna v mozkové tkani
vedle mozkovych komor, oblasti
ventrikuldrni zény. Druhd skupina
kmenovych bunék dospélého CNS,
popsana u mysi, ale ne u clovéka, se
objevuje v pruhu tkdné, kterd obsa-
huje laterdlni mozkovou komoru,
a v bulbu ¢ichového nervu. Tretd
mozné umisténi pro kmenové buiiky
u dospélych mysi a v lidském mozku
se nachazi v hipokampu [19].

Kmenové buiiky centralniho nervového
systému v subventrikularni zoné
Kmenové buriky CNS, které obklo-
puji lateralni mozkové komory, jsou
heterogenni a mohou byt morfolo-
gicky odliSeny. V oblasti ob¢as ozna-
¢ované jako subependymalni, prileh-
1é k vrstvé ependymalnich bunék, je
smi$end populace bunék, kterd se-
stava z neuroblastil, prekurzorovych
bunék a astrocytt. Nékteré z bunék
se déli rychle, zatimco ostatni poma-
lu. Astrocyty, které se objevuji v sub-
ventrikularni z6né mozku hlodavce,
se mohou chovat jako nervové kme-
nové buriky. Studie ukazuji, ze popu-
lace bunék takto ziskanych z mozku
dospélého hlodavce je schopna se-
beobnovy a diferenciace do 3 hlav-
nich typt bunék CNS [25,45,66].

Kmenové buiiky centralniho nervového
systému ve ventrikularni zoné

Dalsi skupina potencidlnich kmeno-
vych bunék CNS miize sestavat
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z ependymdlnich bunék [29]. Epen-
dymalni bunky lemujici lateralni
mozkové komory byly popsany jako
nedélici se bunky [18], které funguji
jako ¢ast krevné mozkové bariéry. Al-
ternativa, ze ependymdlni bunky
z ventrikuldrni zény CNS jsou moz-
nd kmenové buriky, je tedy neoceka-
vana. Nicméné pomoci série pokust
s buntkami znac¢enymi bromdeoxyu-
ridinem (BrdU) bylo dokazino, ze
ependymalni buriky se in vivo poma-
lu déli a umoznuji vznik populace
progenitorovych bunék v subventri-
kuldrni zoné [29].

Udaje naznacuji, ze ependymalni
bunky CNS (alespori u dospélych
hlodavctt) mohou fungovat jako kme-
nové burnky. Buriky jsou schopny se-
beobnovy a vétsinou proliferuji asy-
metrickym délenim. Mnohé z epen-
dymaélnich bunék CNS se nedéli
(stav klidu), ale mohou byt stimulo-
vany in vitro (mitogeny) nebo in vivo
(jako reakce na poranéni). Po pora-
néni umoznuji ependymalni bun-
ky v miSe pouze vznik astrocytt, ne
neuront. Jak a zda jsou ependymal-
ni buriky z ventrikuldrni zény spii-
znéné s jinymi kandiddeskymi popu-
lacemi kmenovych bunék CNS,
napf. v hipokampu, neni znamo.

Zajimavé je, ze mnohé geny identi-
fikované v kultivovanych neurosfé-
rach byly také exprimovany v hema-
topoetickych burikach. Tento nalez
muize pomoci interpretovat adaje, ze
bunky z mozku mysi mohou umoz-
nit vznik hematopoetickych bunék
u ozafenych mysi [11].

Kmenové buiiky centralniho nervového
systému v hipokampu

Hipokampus, z evolu¢niho hlediska
jedna z vyvojové nejstarSich casti
mozkové kury, je nositelem uréitych
forem paméti. Oblast hipokampu,
v niz kmenové bunky pravdépodob-
né existuji v mozku mysi a ¢lovéka, je
subgranuldrni zéna gyrus dentatus.
Vétsina bunék oznacenych bromdeo-
xyuridinem (BrdU) v hipokampu se
objevuje vedle krevnich cév. V lidském

gyrus dentatus exprimuji nékteré
bunky, oznacené BrdU, neuronové
specifickou enoldzu nebo calbindin,
coz jsou neuronové markery. Jiné
bunky oznacené BrdU exprimuji
glidlni fibrilarni protein (GFAP),
astrocytovy marker. Studie analyzo-
vala pitevni materidl nemocnych ra-
kovinou ve véku 57-72 let, kterym
byl se souhlasem rodiny aplikovin
roztok BrdU. Pozitivita BrdU v ana-
lyzovanych neuronech naznacuje, ze
vytvafeni novych neuronti v hipo-
kampu mtize pokracovat do pozdni-
ho véku [19].

Fetdlni kmenové buiky centralniho
nervového systému
Mozek plodu obsahuje kmenové
bunky, které mohou vytvaret vSech-
ny typy neurond, astrocyty a oligo-
dendrocyty, ale tato koncepce byla
potvrzena teprve neddvno [15,50].
Nervové kmenové burky v mozku
plodu savcti jsou soustiedény v 7 hlav-
nich oblastech: v bulbu ¢ichového
nervu, ependymalni (ventrikuldrni)
z6né postrannich komor, subventri-
kularni zéné (pobliz ependymalni
z6ny), hipokampu, miSe, mozecku
a v mozkové kiire. Tyto bunky prav-
dépodobné predstavuji rizné popu-
lace kmenovych bunék. Normalni vy-
voj mozku zévisi nejen na proliferaci
a diferenciaci téchto kmenovych bu-
nék, ale také na programovaném pro-
cesu selektivni smrti bunék.
Experimentalné bylo pfipraveno
kultivacni bezsérové médium s fakto-
ry EGF a FGF2, v némz nékteré kme-
nové bunky CNS lidského plodu pre-
zily, rozdélily se a vytvorily neurosfé-
ry. Neurosféry mohly byt separovany
a jednotlivé buriky pasizovany. Buni-
ky pokracovaly v proliferaci a mohly
byt udrzovany in vitro az 2 roky. V za-
vislosti na kultiva¢nich podminkdch
mohly byt buniky v neurosférach udr-
zovany v nediferencovaném stavu, ne-
bo cilené diferencovdny. Diferencova-
né buriky vétsinou sestavaly z astrocy-
ta (75 %), neuronti (13 %) a vyjimecné
z oligodendrocytt (1,2 %).
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Kmenové buitky v kostni dieni a krvi
Poznatek, Ze kostni dfen obsahuje
kmenové burky, neni novy. Jedna
z populaci bunék kostni dfené, he-
matopoetické kmenové bunky, je
zodpovédnd za vytvoreni vSech typt
krevnich bunék v téle. Tyto burky by-
ly identifikovany pred vice nez 40 le-
ty. Stromalni bunky kostni diené -
- smiSend populace bunék, keera vy-
wvari kost, chrupavku, vlaknité poji-
vové tkané a retikuldrni sit, jez pod-
poruje tvorbu krevnich bunék - byly
popsany kratce nato [23]. Nyni cas-
téji referované mezenchymalni kme-
nové burky kostni dfené také umoz-
nuji vznik téchto tkdni a pravdépo-
dobné predstavuji stejnou populaci
bunék jako stromalni bunky kostni
drené. Nedavno byla izolovdna z cir-
kulujici krve populace progenitoro-
vych bunék pochazejicich z kostni
drené, ktera se diferencuje do endo-
telidlnich bunék. Kostni dfen obsa-
huje zfejmé 3 populace kmenovych
bunék - hematopoetické kmenové
buriky, mezenchymalni buriky a (prav-
dépodobné) endotelidlni progenito-
rové bunky. Vzhledem k velkému
experimentdlnimu i klinickému vy-
znamu jim autofi budou vénovat sa-
mostatny ¢lanek.

Endotelialni progenitorové buitky
Endotelidlni bunky lemuji vnitini
povrch krevnich cév po celém téle.
Prekurzorem hematopoetickych a en-
dotelidlnich bunék jsou hypoteticky
hemangioblasty, bunky mezoder-
malniho ptivodu. Duikaz jejich exis-
tence pochazi az z vyzkumu embryo-
nalnich kmenovych bunék mysi
[64]. VEGF 1 fibroblastovy rtistovy
faktor-2 (FGF-2) hraji dilezitou roli
v diferenciaci endotelidlnich bunék
in vivo [48].

Recentni prace ukazuji, Ze kostni
dren obsahuje bunky umoznujici
vznik novych krevnich cév ve tkdnich,
keeré jsou ischemické [9,22,31,60].
Z téchto studii ale nevyplyva jasné,
jaky druh bunék v kostni dfeni ovliv-
nil angiogenezu.
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Progenitorové endotelidlni bunky
byly izolovany z periferni krve clové-
ka pomoci protilatek proti CD34
a Flk-1, receptoru pro VEGF. Kulti-
vované mononukledrni buntky CD34"
a Flk-1" pilnou k povrchu, nabudou
vietenovity tvar a utvori struktury
pripominajici krevni cévy. Po auto-
logni transplantaci mysim s induko-
vanou ischemii koncetiny podporo-
valy CD34' bunky vytvareni novych
krevnich cév [9].

Kmenové buiiky kosterniho svalu
Kosterni sval, stejné jako myokard
a hladky sval, pochazi ze zirodec¢né-
ho mezodermu. Dosud byly identifi-
kovany 3 populace kmenovych bu-
nék kosterniho svalu: satelitni burn-
ky, bunky ve sténé dorzalni aorty
a tzv. side population bunky. Satelitni
buriky v kosternim svalu byly identi-
fikovany pied 40 lety u Zzab pomoci
elektronové mikroskopie [37] a po-
sléze u savcti.

Satelitni buriky se objevuji na po-
vrchu zralé svalové buriky, myofibri-
ly. U dospélych savcu satelitni bunky
zprostiedkovavaji rast svalu [54].
Prestoze jsou satelitni bunky nor-
mélné stacionarni, mohou byt pod-
niceny k proliferaci, napf. v disled-
ku zranéni nebo cvi¢eni. Za téchto
okolnosti umoznuji satelitni buky
vznik myogennich prekurzorovych
bunék, které se pak diferencuji do
myofibril.

Zda jsou satelitni bunky kosterni-
ho svalu pravé kmenové bunky nebo
prekurzorové buriky, ¢i byly jedinym
druhem bunék, ktery regeneruje
kosterni sval, neni zcela jasné. Kme-
nové buriky svalu byly také objeveny
v dorzdlni aorté zarodkt mysi a vy-
tvareji bunky, které umoznuji vznik
svalovych satelitnich i endotelidlnich
bunék. Zda vyhovuji buriky dorzalni
aorty kritériim sebeobnovujicich
svalovych kmenovych bunék, je pred-
métem diskuse [16].

Jiny typ kmenové bunky, nazvany
side population, kterd také regeneruje
kosterni sval, mtize byt pfitomna ve
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svalu a v kostni dfeni. Side population
je populace bunék, ktera byla separo-
vana pomoci fluorescence activated cell
sorting (FACS). Poté, co byly tyto
bunky vpraveny intravenézné mdx-
-mysim (model Duchennovy svalové
dystrofie), obnovily expresi dystrofi-
nu [26]. Zavérem lze konstatovat, Ze
kmenové nebo progenitorové buriky
z riiznych tkani odvozenych z mezo-
dermu mohou byt schopny regene-
rovat kosterni sval.

Epiteliaini bunétné prekurzory v kuti

a travicim systému

Epitelidlni bunky, které predstavuji
60 % diferencovanych bunék v orga-
nizmu, jsou zodpovédné za pokryti
vnitiniho a vnéjsiho povrchu téla,
véetné télnich dutin. Epitelidlni buni-
ky v ktizi a zazivacim trakeu jsou ne-
ustale nahrazovény. Populace bunék,
ktera obnovuje epitel tenkého streva,
se nachdzi ve stievnich kryptach. Né-
které kryptové buriky se casto pova-
zuji za kmenové buriky; jedna z nich
muize umoznit vznik celého organi-
zovaného shluku bunék [58].

Kuize savctt obsahuje nejméné 3 po-
pulace epitelidlnich bunék: epider-
malni bunky, buniky vlasovych foliku-
It a zlazové epitelidlni bunky, napf.
ty, které tvofi potni zlazy. Ve vsech
3 kompartmentech lze predpokladat
vyskyt kmenové bunky. Populace
kmenovych bunék kuze se objevuje
v bazalni vrstvé epidermis. Tyto kme-
nové bunky proliferuji v bazalni vrst-
vé a pak se diferencuji, kdyz se pohy-
buji smérem k vnéjsimu povrchu ku-
ze. Keratinocyty v nejhornéjsi vrstvé
postradaji jadra a chovaji se jako
ochranna bariéra. Kmenova bunka
kiize se déli asymetricky a produkuje
2 druhy dcefinych bunék: jeden
predstavuje dalsi kmenovou bunku,
schopnou sebeobnovy, druhy stfedni
prekurzorovou burnku, ktera se dife-
rencuje do keratinocytti. Kmenové
bunky schopné sebeobnovy mohou
byt odliSeny od stfednich prekurzo-
rovych bunék svou vy$si trovni ex-
prese integrinu 1.

Kmenové buiiky ve slinivce bfiSni

a v jatrech

Role kmenovych bunék ve zralé sli-
nivee bfisni a v jatrech je zatim nejas-
nd. Béhem embryondlniho vyvoje
vznikaji obé tkané z endodermu. Vy-
sledky experimentti ukazuji, Ze jedi-
nd prekurzorova bunka ziskana ze
zarode¢ného endodermu se muze
diferencovat v buniky pankreatu a ja-
ter [17]. U dospélych savcti obsahuji
pankreas i jitra mnoho druhu dife-
rencovanych bunék, které mohou
byt regenerovany vice druhy kmeno-
vych bunék. Buriky pankreatu s en-
dokrinni sekreci v Langerhansovych
ostrivcich zahrnuji -bunky produ-
kujici inzulin, o-bunky produkujici
glukagon a bunky uvolnujici soma-
tostatin a pankreaticky polypeptid.
Existence kmenovych bunék v pan-
kreatu se predpoklada v pankreatic-
kych vyvodech nebo v ostriivcich sa-
motnych. Nékteré prace ukazuji, ze
kmenové bunky exprimujici nestin
(obvykle poklddany za znak nervo-
vych kmenovych bunék) mohou re-
generovat vSechny druhy bunék
v ostriveich pankreatu [34,70].

Identita kmenovych bunék repo-
pulujicich jatra je rovnéz otizkou.
Nedavné studie naznacuji, ze he-
matopoetické kmenové bunky mo-
hou byt schopny osidlit poskozena
jatra a diferencovat se v hepatocyty
[33,48,62]. Zbyva vsak otdzka, zda
bunky z kostni dfené fyziologicky
tvofi hepatocyty in vivo. Neni zna-
mo, zda tento typ plasticity se vysky-
tuje rovnéz bez zavazného poskozeni
jater [54,64]. Samotné hepatocyty
jsou rovnéz zodpovédné za dobte
znamou regeneracni kapacitu jater.

Co vime o somatickych kmenovych buiikach?
Somatické kmenové bunky mohou
proliferovat, nebo také ne, bez dife-
renciace po dlouhou dobu (vlastnost
dlouhodobé sebeobnovy) a mohou
umoznit vznik zralych druht bunék,
které maji charakteristické tvary
a specifické funkce. Somatické kme-
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nové buriky jsou vzacné. Je ¢asto ob-
tizné je identifikovat a jejich ptivod
je neznamy. Soucasné metody pro
charakterizaci somatickych kmeno-
vych bunék zaviseji na markerech
povrchu bunék a pozorovanich tyka-
jicich se jejich diferencia¢nich vzorct
in vitro.

Recentné publikovand védecka li-
teratura uvadi, Ze somatické kmeno-
vé buniky byly ziskdny z mozku, kost-
ni dfené, periferni krve, zubni pulpy,
michy, krevnich cév, kosterniho sva-
lu, epiteltl kiize a zazivaciho systé-
mu, rohovky, sitnice, jater a pankrea-
tu; tudiz somatické kmenové buriky
byly nalezeny v tkdnich, které se vyvi-
jeji ze vsech 3 embryondalnich zéro-
dec¢nych listt.. Hematopoetické kme-
nové burnky z kostni dfené jsou stu-
dovany nejvice a jsou pouzivany pro
klinické aplikace v rdmci transplan-
tace kostni dfené. Existuji pfinej-
mensim 2 dalsi populace somatic-
kych kmenovych bunék, které byly
identifikovany z kostni dfené a krve.
Nékolik populaci kmenovych bunék
bylo identifikovino v mozku. Existu-
ji mnohé studie o somatickych kme-
novych bunkdch v jinych tkdnich
(sval, krev a tuk), které vykazuji plas-
ticitu. Velmi mélo publikovanych vy-
sledkt o plasticité kmenovych bu-
nék ovsem zahrnovalo priitkaz klo-
nality. Existuje tedy omezeny dutikaz,
ze jedind somatickd kmenova burika
nebo geneticky identicka linie soma-
tickych kmenovych bunék vykazuje
plasticitu. Zfidka prokazaly pokusy
tykajici se plasticity, ze somatické
kmenové buriky vytvofily vyzrilé, pl-
né funkéni buriky nebo ze buriky ob-
novily ztracenou funkei in vivo.

(o potiebujeme védét o somatickych
kmenovych bufikach?

Jaké jsou zdroje somatickych kme-
novych bunék v organizmu? Jsou to
,»zbytky“ embryonalnich kmenovych
bunék, nebo vznikaji néjakym jinym
zptisobem? Pokud je pravdivy druhy
nazor, jak tedy somatické kmenové
buriky vznikaji a pro¢ ztistavaji v ne-

diferencovaném stavu, kdyz se vsech-
ny bunky kolem diferencovaly? Je
mozné manipulovat se zralymi kme-
novymi burikami, aby se zvysila je-
jich schopnost proliferovat in vitro,
takze somatické kmenové bunky
mohou byt pouzity jako dostatecny
zdroj tkané pro transplantaty? Kolik
druht somatickych kmenovych bu-
nék existuje a ve kterych tkdnich
existuji? Co je nejlepsim dtikazem,
Ze somatické kmenové bunky vyka-
zuji plasticitu a tvofi druhy bunék ji-
nych tkani? Existuje univerzdlni
kmenové burika? Objevil se nazor, ze
u dospélych savcli miize existovat
populace ,univerzdlnich kmeno-
vych bunék. Prestoze je tento nizor
$iroce teoreticky, ma jisty experimen-
talni zaklad. Potencidlni univerzalni
somatickd kmenova bunka muze
byt jedna, kterd obiha v krevnim fe-
¢isti, mtize z krve uniknout a osadit
rizné zralé tkané. Ve vice nez jed-
nom experimentalnim systému si ex-
perimentatofi vSimli, ze délici se
burniky ve zralych tkanich se ¢asto ob-
jevuji pobliz krevni cévy, jak je tomu
u kmenovych bunék v hipokampu.
Projevuji somatické kmenové buriky
plasticitu jako normalni vlastnost in
vivo? Pokud ano, je tohle pravda
u vSech somatickych kmenovych bu-
nék? Jaké jsou signaly regulujici pro-
liferaci a diferenciaci kmenovych bu-
nék, keeré projevuji plasticitu?

Jak se zd4, nezodpovézenych oté-
zek zUstava stale jesté mnoho.

Tato prdce vznikla za podpory grantu
IGA ¢. NC7493-1/2003.
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