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ZACHOVANIE POTENCIÁLU SEBAOBNOVY
Veºkou limitáciou na ‰iroké vyuÏitie KKB je relatívne nízka
úroveÀ na‰ej znalosti, ohºadom udrÏania t˘chto buniek in vit-
ro bez straty ich schopnosti dlhodobého multilíniového rastu
a diferenciácie - vlastností potrebn˘ch pre ich klinické vyuÏi-
tie. Molekuly ktoré udrÏujú stav bunky na úrovni kmeÀovej
bunky sa len zaãínajú identifikovaÈ. Patria medzi ne ligandy
Notch rodiny receptorov, ktoré pôsobia zvonka a faktory ako
PIE-1, ktoré pôsobia zvnútra bunky (1). Poznatky v tejto oblas-
ti roz‰irujú aj v˘skumy s embryonálnymi kmeÀov˘mi bunka-
mi (ES). Známa ãrta ES buniek je ich schopnosÈ udrÏaÈ v kul-
túre nediferencovan˘ stav za prítomnosti vysok˘ch koncentrácií
cytokínov IL-6 rodiny, ktor˘ch biologická aktivita je sprost-
redkovaná receptormi, ktoré majú v‰etky spoloãn˘ reÈazec - gp-
130 (2). Dimerizácia gp-130 faktorom inhibujúcim leukémiu
(LIF) indukuje aj MAPK (Ras-mitogen activated protein kina-
se) aj JAK/STAT cesty. Nedávne v˘skumy poukazujú, Ïe prá-
ve stupeÀ aktivácie STAT-3 je kritick˘ pre zachovaniebloká-
dy diferenciácie ES buniek. Prahová hladina aktivácie je teda
esenciálna pre sebaobnovu ES navodenou faktorom inhibujú-
cim leukémiu (3). Na udrÏanie blokády diferenciácie musia ES
exprimovaÈ e‰te transkripãn˘ faktorOct 4 (4). Zistilo sa, Ïe akti-
vácia STAT-3 prispieva k onkogenéze a/alebo inhibícii apo-
ptózy. Napr. u väã‰iny pacientov s mnohopoãetn˘m myeló-
mom je trvalo aktivovaná STAT-3 v bunkách KD. V prípade
myelómu aktivácia nastáva prostredníctvom IL-6 - ão induku-
je intracelulárny signál - po fosforylácii JAK, STAT-3 dimeri-
zuje, premiestÀuje sa do jadra a aktivuje transkripciu cieºov˘ch
génov. Aktiváciou STAT-3 u myelómu sa zvy‰uje rezistencia
buniek na apoptózu indukciou Bcl-XL(5).
Prevalencia gp-130 sprostredkovan˘ch odpovedí v rôznych
systémoch kmeÀov˘ch buniek, vrátane HSC spolu s doku-
mentovanou dôleÏitosÈou JAK/STAT signalizácie v hemopo-

éze ukazuje, Ïe regulácia diferenciaãného rozhodnutia KKB
touto rodinou cytokínov môÏe byÈ ‰iroko (v‰eobecne) kon-
zervovaná (2).
·túdie z posledn˘ch rokov poukazujú na to, Ïe permanentná
alterácia genetického programu transformovan˘ch buniek,
dosiahnutá kon‰titutívnou aktiváciou STAT proteínov je kri-
tick˘m krokom v procese malígnej transformácie (3). Niekto-
ré JAK a STAT proteíny sú tieÏ kon‰titutívne aktivované
v hemopoetick˘ch bunkách, transformovan˘ch rôznymi onko-
génnymi tyrozínkinázami, ako aj u rôznych lymfómov a leu-
kémií, vrátane t˘ch, ktoré sú transformované onkogénnymi
vírusmi (3), viì tab.1.
Porucha na úrovni JAK-STAT môÏe viesÈ aj k neodpoveda-
vosti nádoru na inhibítor - IFN alfa. Bolo napr. zistené, Ïe
u vy‰etren˘ch pacientov s CTCL (koÏn˘ T-lymfóm) úplne ch˘-
bala STAT-1 expresia, ão bolo zistené aj na IFN rezistentnom
malígnom melanóme (3).
DôleÏitú odpoveì na mnohé otázky môÏe daÈ ‰túdium expre-
sie homebox génov v ºudsk˘ch hemopoetick˘ch bunkách. Rôz-
ni ãlenovia homebox rodiny transkripãn˘ch faktorov boli ziste-
ní v rôznych subpopuláciách CD34+ buniek KD. Zv˘‰ená
expresia HOXB4 v my‰ích KB rezultovala v pozoruhodnej
expanzii buniek s lymfo-myeloidn˘m dlhodob˘m repopulaã-
n˘m potenciálom. HOX gény v biológii KB sú zvlá‰È pozoru-
hodné, lebo sú skôr známe ako dôleÏité regulátory v embryo-
genéze (6).
Hoci sa v poslednom ãase objavilo viacero transkripãn˘ch
faktorov, ako napr. GATA-2, Tcf4, Oct4, Mash1, LH2
a SCL/tal-1, ktoré sa zdajú, Ïe udrÏiavajú rôzne progenitoro-
vé bunky na úrovni kºudového stavu, je potrebné zistiÈ, ako
sú tieto transkripãné faktory regulované a ak˘m mechaniz-
mom pôsobia na kmeÀové bunky pri zachovaní ich pluripo-
tentného stavu (4).

KRVOTVORNÉ KME≈OVÉ BUNKY II.
(VLASTNOSTI A VYUÎITIE))

HEMATOPOIETIC STEM CELLS II.
(CHARACTERIZATION AND THEIR USE)

MARKULJAK I. 
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vanú proliferáciu a diferenciáciu. Urãenie in vitro podmienok, ktoré umoÏnia regulovaÈ sebaobnovu a diferenciáciu KKB in vitro je veºkou
v˘zvou v posledn˘ch rokoch a v ostatnom ãase sa dosiahol urãit˘ úspech v zmnoÏení KKB.  KKB sa javia ako vhodn˘ cieº pre génovú terapiu.
Ak˘koºvek pokrok v tejto oblasti by umoÏnil nov˘ pohºad na vznik hematologick˘ch malignít ktoré primárne postihujú KKB. Nové znalosti
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Summary: Based on a number of studies performed in the last three decades the regulation of hematopoietic stem cell (HSC) biology is highly
integrated process under control of extracellular and intracellular mechanisms. HSC may exist in stem cell niches, where stromal cells and
various molecules such as cytokines, extracellular matrix, chemokines, adhesion molecules provide the appropriate balance signals that
preserves the HSC pool while permitting controlled proliferation and differentiation. Identification of in vitro conditions that would enable to
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developement of some hematological malignancies that are thought to originate at the pluripotent stem cell level. New knowledge could result
in the developement of more efficient and more specific therapy of various malignant and nonmalignant hematological disorders.
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Nedávno bolo zistené, Ïe expresia telomerázy koreluje s poten-
ciálom sebaobnovy hemopoetick˘ch buniek. U KKB bolo
zistené postupné skracovanie teloméry s vekom (s kaÏd˘m
delením strácajú telomerickú DNA). Takto telomeráza môÏe
regulovaÈ potenciál sebaobnovy redukciou r˘chlosti skraco-
vania DNA (7). Teloméry sú nekódujúce sekvencie DNA, 
charakterizované mnohopoãetn˘m opakovaním motívu
TTAGGG. Telomeráza je enz˘m charakteru ribonukleoprote-
ínu, ktor˘ je schopn˘ predlÏovaÈ teloméry (8). U väã‰iny nor-
málnych somatick˘ch buniek je telomerázová aktivita nízka,
alebo ch˘ba a telomerická DNA sa následne stráca po prolife-
rácii in vitro a u deliacich buniek in vivo s vekom. Progresív-
ne skracovanie telomér bolo pozorované u takmer v‰etk˘ch
somatick˘ch buniek, vrátane primitívnych KKB z KD dospe-
lého. Tieto pozorovania ukazujú, Ïe expresia funkãnej telo-
merázy a potreba telomerázy by mohla byÈ obmedzená na bun-
ky zárodoãnej línie a niektoré nádorové línie. Obmedzená
ÏivotnosÈ väã‰iny krvn˘ch buniek vyÏaduje trvalú produkciu
buniek - u dospelého ãloveka to môÏe byÈ viac ako 1012 buni-
ek za deÀ. Táto ohromná produkcia (do 4x1016 buniek poãas
Ïivota) je dosiahnutá proliferáciou a diferenciáciou progeni-
torov˘ch buniek, ktoré pochádzajú z KB s potenciálom seba-
obnovy (6). Paradoxne ale, veºká väã‰ina KB v KD dospelé-
ho je v necyklujúcom stave - predpokladá sa teda, Ïe KKB má
obmedzen˘ poãet delení (teoreticky 4x1016 buniek sa vypro-
dukuje 54 deleniami jednej KB). Zatiaº nie je známe, koºko-
krát sa môÏe KKB rozdeliÈ - moÏno od menej ako 100 aÏ po
viac ako 5000 krát (6). 

MIKROPROSTREDIE.
Na udrÏanie a reguláciu hemopoézy sú nevyhnutné regulaã-
né molekuly a lokalizaãn˘ fenomén v bunkovej stróme. KB
môÏu existovaÈ v ‰peciálnych miestach v mikroprostredí KD
in vivo, kde stromálne bunky, zloÏky ‰pecifickej extracelu-
lárnej matrix, cytokíny - viazané na extracelulárnu matrix ale-
bo stromálne bunky a adhezívne molekuly predstavujú rov-
nováhu signálov, ktorá chráni pool KB a zároveÀ riadi ich
proliferáciu a diferenciáciu (7, 9). Stromálne bunky predsta-
vujú fibroblasty, adipocyty, endotelové bunky, ako aj hemo-
poetické bunky - makrofágy. Tieto bunky produkujú mnoÏ-
stvo rôznych cytokínov dôleÏit˘ch v biológii KB (FL, SCF,
TPO...). V kultúre stimuluje tieto bunky do produkcie rast sti-
mulujúcich molekúl napr. IL-1 a platelet derived growth fac-
tor (PDGF) (10). 
U dospelého asi 10% buniek KD je organizovan˘ch v kom-

paktn˘ch agregátoch - hematonoch. V hematone sa nachád-
zajú mezenchymálne bunky, perivaskulárne lipocyty, endote-
lové bunky a makrofágy, ktoré sú tu v kontakte s LTC-IC,
CAFC, HPP-CFC (high proliferative potential - colony for-
ming cell), CFU-GM, BFU-E. Frakcia buniek z hematonu je
3,7 násobne obohatená o 35 dÀové LTC-IC oproti bunkám
z buffy coatu, tvorí viac CFU-GM a HPP-CFC v myeloidnej
kultúre a viac B-lymfocytov v lymfopoetick˘ch kultúrach (11).
DôleÏitú úlohu má pravdepodobne aj inervácia KD, o ãom je
zatiaº málo informácií v literatúre. Podºa Iversena a spol. (12)
mnoÏstvo LTC-IC buniek u plegick˘ch pacientov z denervo-
vanej KD bolo v priemere o polovicu niÏ‰ie ako u t˘ch ist˘ch
pacientov z KD nepostihnutej denerváciou a u kontrolnej sku-
piny zdrav˘ch osôb. 
Gupta a spol. (9) zistili Ïe pri kultivácii in vitro O-sulfurova-
né heparan sulfát glykozaminoglykany (HSGAG) produko-
vané stromálnymi bunkami napomáhajú vzniku („niches“)
kmeÀov˘ch buniek lokalizovaním ‰pecifick˘ch heparín-viaÏ-
úcich proteínov s KKB, ãím regulujú kontrolovan˘ rast a dife-
renciáciu KB. Zistili tieÏ, Ïe pri kultivácii bez prítomnosti stró-
my kombinácia ‰pecifick˘ch HS GAG s IL-3 a MIP-1 alfa
(alebo PF4 - do‰tiãkov˘ faktor 4) je dostatoãná na udrÏanie
väã‰iny vstupn˘ch LTC-IC do 5 t˘ÏdÀov v kultúre. Expanzia
je moÏná pridaním rast podporujúcich RF (9). ëal‰ie heparín
viaÏúce proteíny dôleÏité v biológii KB sú basic fibroblast
growth factor (bFGF), hepatocyte growth factor (HGF), vas-
cular endothelial growth factor (VEGF), trombospondín, fib-
ronektín. Nie je úplne jasné, ako GAG modulujú udrÏanie LTC-
IC. Predpokladá sa, Ïe GAG lokalizujú cytokíny a proteínovú
matrix s KKB a modulujú aktivitu cytokínov (9). 

HOMING (USÍDLENIE).
Homing je schopnosÈ buniek selektívne nájsÈ strómu KD,
následne sa tam usídliÈ a zahájiÈ hemopoézu (13). Tento pro-
ces je nepochybne sprostredkovan˘ prostredníctvom mnoho-
poãetn˘ch spoznávacích a adhezívnych udalostí.
Progenitorové bunky KD a PK exprimujú rôzne adhezívne
molekuly - integríny, selektíny, selektínové ligandy. Integrí-
ny beta1 VLA-4 a beta2 LFA-1 sa nachádzajú viac na KB v KD.
Sú zníÏené u cirkulujúcich progenitorov. Endotelové bunky
a stromálne bunky exprimujú VCAM-1 a ICAM-1 (adhezív-
ne molekuly patriace do veºkej imunoglobulínovej rodiny),
ktoré sú ich ligandy. Protilátky proti VLA-4 a VCAM-1 inhi-
bujú homing KB do KD (14). Bolo zistené, Ïe pri homingu je
vysok˘ stupeÀ ‰pecificity interakcie, potrebn˘ pre správne
„nasmerovanie“ bunky. Za to zodpovedajú komplexné sacha-
ridy. Molekuly, ktoré dekódujú informáciu sprostredkovanú
sacharidmi sú proteíny-lektíny. Hardy a spol. (13) uvádza, Ïe
rozpoznanie a následná adhézia KKB stromálnymi bunkami
je sprostredkovaná homing lektínom s galaktozyl/manozylo-
vou ‰pecificitou (sacharidovo-lektínovou interakciou) (13).
O dôleÏitosti selektínov pri homingu svedãí aj práca (Derck-
sen a spol.)(15), podºa ktorej poãet podan˘ch CD34+ buniek
exprimujúcich L-selektín pri transplantácii KB koreluje s r˘ch-
losÈou obnovy trombopoézy u pacientov po vysokodávkova-
nej chemoterapii. 
Zaujímavá sa naskytá otázka, ãi sú rôzne molekulové mecha-
nizmy pri usídlení a/alebo prihojení (engraftmente) u KB z rôz-
nych zdrojov (periférnej krvi, KD, pupoãníkovej krvi). Trans-
plantabilita buniek z rôznych zdrojov nie je rovnaká a sú
potrebné v˘skumy na zodpovedanie tejto otázky (13).
Pri migrácii a usídlení KKB sa udávajú ako dôleÏité chemo-
kínové molekuly - napr.stromal derived factor-1 (SDF-1), EB
11 ligand, CK beta-11 (MIP-3 beta) sa zúãastÀujú in vitro che-
motaktickej migrácie primitívnych buniek KD a pupoãníko-
vej krvi a úãinkujú synergicky so SCF (16). Väã‰ina chemo-
kínov pôsobí na zrelé bunky (napr. IL-8 na granulocyty), ale
SDF-1, ktor˘ je produkovan˘ stromálnymi bunkami (ale aj
bunkami in˘ch tkanív) je chemotaktick˘m faktorom zároveÀ
pre progenitorové bunky (14). V˘skumy na my‰i „nulovej“

Tab. 1: Niektoré malígne ochorenia a kon‰titutívna aktivácia
JAK/STAT u nich zistená.

Lymfóm aktivovaná STAT alebo JAK

CTCL JAK 3, STAT 3, 5

MF STAT 3

Herpesvírus saimiri dependent STAT 3

EBV-related STAT 1, 3

Leukémia

Erytroleukémia STAT 1, 5

AML STAT 1, 3, 5

CML STAT 5

ALL STAT 1, 5

AML M7 STAT 5

HTLV dependent JAK 1, 3STAT 3, 5
T-cell leukémia

Skratky: CTCL - cutaneus T-cell lymphoma, MF - mycosis fungoides, EBV
- Epstein-Barr vírus, AML - akútna myeloidná leukémia, ALL - akútna
lymfoblastová leukémia, HTLV - human T-leukaemia/lymphoma virus (3).
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pre chemokínové receptory ako CXCR4 (receptor pre SDF-
1), CXCR2 (receptor pre IL-8) a CCR-1 (receptor pre MIP-1
alfa) ukazujú, Ïe tieto chemokínové receptory sa zúãastÀujú
migrácie primitívnych buniek (16).
Procesu adhézie sa môÏe zúãastÀovaÈ aj RF, naviazan˘ na povr-
chu buniek (napr. SCF na stromálnych bunkách) (14). Toho-
to procesu sa pravdepodobne zúãastÀuje aj molekula CD34
naviazaná na povrchu KB - jej ligandom je L-selektín (14). 

MOBILIZÁCIA
Presun kmeÀov˘ch a progenitorov˘ch buniek z kostnej drene
do periférnej krvi sa naz˘va mobilizácia progenitorov˘ch
a kmeÀov˘ch buniek (14).
Pozoruhodnou ãrtou mobilizácie KKB je rôznorodosÈ stimu-
laãn˘ch agensov, ktoré zahrÀujú: RF, cytotoxické látky a niek-
toré chemokíny. Medzi chemokíny patria MIP-2, IL-8, BB-
l00l0 (geneticky vytvoren˘ MIP-l alfa). âiastoãn˘ zoznam RF:
G-CSF, GM-CSF, IL-7, IL-12, FL, TPO, SCF. Zvlá‰tnosÈ tej-
to skupiny je hlavne v rôznorodosti ão sa t˘ka cieºov˘ch buni-
ek na ktoré pôsobia. Napr. RF, ktoré predominantne úãinkujú
na bunky myeloidného radu (G-CSF), na lymfocyty (IL-7), na
megakaryocyty (napr. TPO), sú v‰etky potentné mobilizaãné
agensy. Spoloãné ãrty pôsobenia RF: l. Kinetika hemopoetic-
k˘ch progenitorov˘ch buniek (HPB) je po ich podaní podob-
ná s dosiahnutím vrcholu cirkulujúcich HPB (5-500 násobné
zv˘‰enie poãtu oproti hodnote pred mobilizáciou) v‰eobecne
po 7-10 dÀoch od zaãatia mobilizácie RF. 2. Mobilizuje sa ‰iro-
ké spektrum HPB vrátane primitívnych pluripotentn˘ch buni-
ek, ako aj zadan˘ch myeloidn˘ch, erytrocytov˘ch a megaka-
ryocytov˘ch progenitorov. 3. Mobilizované bunky majú iné
ãrty ako HPBz KD - viac ich je v kºudovom stave bunkového
cyklu, expresia VLA-4 a c-kit je zníÏená u mobilizovan˘ch
buniek.
Bolo zistené, Ïe mobilizácia G-CSF, Cyklofosfamidom a IL-
8 je závislá na G-CSFR (receptor pre G-CSF). Toto ale nepla-
tí pre mobilizáciu FL (18).

EX VIVO ZMNOÎENIE (EX VIVO EXPANZIA)
Transplantácia KKB je definitívne kuratívna metóda pre rôz-
ne malígne a vrodené ochorenia a zabezpeãuje obnovu mye-
lopoézy pre pacientov po vysokodávkovanej chemoterapii.
Transplantácia KKB je v‰ak limitovaná viacer˘mi faktormi:
l. Na získanie dostatoãného mnoÏstva KB sú potrebné nároã-

né procedúry - operaãne zber KB z KD alebo aferézy.
2. Aj za t˘chto podmienok je poãet poÏadovan˘ch buniek limi-

tovan˘.
3. Kinetika regenerácie zrel˘ch krvn˘ch buniek po transplan-

tácii KB nie je ideálna, preto tieto bunky majú mal˘ priamy
terapeutick˘ efekt na obdobie od l do 3 t˘ÏdÀov (19). 

V ostatnej dobe je snaha tieto limitácie odstrániÈ zv˘‰ením
poãtu proliferácií primitívnych hemopoetick˘ch buniek pred
ich podaním prostredníctvom ich kontrolovanej ex vivo kul-
túry. Tieto techniky zapadajú do termínu ex vivo expanzia
(zmnoÏenie) KB.
Dodnes nie sú definované podmienky, za ktor˘ch môÏu byÈ
tieto manipulácie vyuÏité, ani mechanizmy úãinku na celulár-
nej úrovni. V poslednej dobe sa pri zmnoÏení KKB dosiahol
urãit˘ úspech (2). Napr. Kanai a spol. (20) dosiahol zmnoÏe-
nie SRC kultiváciou so stromálnou líniou MS-5 a kombináci-
ou cytokínov FL a TPO. Dôvod, preão niektorí autori zaãali
maÈ v tomto smere úspech môÏu byÈ v spoloãn˘ch rysoch meto-
dológie ich postupov. K nim patrí:
– iniciácia kultúry s relatívne nízkou koncentráciou buniek,

ktoré sú obohatené o HSC 
– ãastá v˘mena média
– interakcia HSC so zvlá‰tnymi stromálnymi bunkami
– pouÏitie veºmi vysok˘ch koncentrácií niektor˘ch cytokínov

(2).
Objav a klonovanie rôznych RF otvorilo cestu k rôznym postu-
pom manipulovania hemopoézy pre klinické vyuÏitie. Boli

vyvinuté rôzne bunkové stromálne línie, ktoré podporujú hemo-
poézu (20). Tieto bunkové línie imitujú prostredie KD a v kul-
túrach s t˘mito bunkami dochádza podobne ako in vivo k inter-
akcii KKB a stromálnych buiniek. Je dôleÏité zahájiÈ kultiváciu
purifikovanou frakciou napr. CD34+ buniek (21). Pri niekto-
r˘ch ochoreniach ako napríklad CML (chronická myeloidná
leukémia), plazmocytóm, atì. je táto frakcia kontaminovaná
nádorov˘mi bunkami, preto sa pri t˘chto ochoreniach odporú-
ãa selektovaÈ e‰te primitívnej‰ie subfrakcie - CD34+Thy-1+Lin–

u myelómu a CD34+HLA-DR– u CML (7).
Ex vivo zmnoÏenie môÏe prebiehaÈ aj bez prítomnosti stromál-
nych buniek s vyuÏitím kombinácie RF. Existuje veºa moÏnos-
tí kombinácií RF ako aj ich koncentrácií. Rôzni autori udávajú
preto rôzne „optimálne“ podmienky. Väã‰ina autorov pouÏíva
FL, SCF, IL-3, z ìal‰ích RF sa vyuÏívajú vãasne pôsobiace -
napríklad IL-11, IL-6,G-CSF, TPO, GM-CSF (20, 21).
Ex vivo zmnoÏenie sa vyuÏíva aj u zrel‰ích hematopoetick˘ch
buniek - napr. na zmnoÏenie cytotoxick˘ch efektorov˘ch buni-
ek, buniek prezentujúcich antigén (APC), dendritick˘ch buni-
ek - za úãelom imunoterapie nádorov ex vivo manipulovan˘-
mi cytotoxick˘mi bunkami alebo v expanzii APC - buniek
schopn˘ch zahájiÈ proces imunitnej odpovede (7).

GÉNOVÁ TERAPIA
Poãas ostatn˘ch 2 dekád sa vyvinulo veºké úsilie za úãelom
lieãby ºudsk˘ch chorôb nahradením nefunkãn˘ch génov vbun-
kách alebo opravou mutácií, ktoré spôsobujú chorobu. Úspe‰-
ná aplikácia t˘chto metód by mohla viesÈ ku efektívnej terapii
rôznych genetick˘ch a získan˘ch chorôb, z ktor˘ch mnoho je
dnes nevylieãiteºn˘ch.
Gény môÏu byÈ vpravené do buniek buì pomocou vírusov˘ch
vektorov, lebo majú schopnosÈ preniesÈ DNA do hostiteºskej
bunky, alebo nevírusov˘ch metód, ktoré sú v‰ak menej efek-
tívne v tomto smere (22). BeÏnou technikou je vyuÏitie retro-
vírusu, v ktorom vírusov˘ ‰truktúrny gén je nahraden˘ klono-
van˘m génom, ktor˘ chceme „preniesÈ“ do cieºov˘ch buniek.
Zmenen˘ vírus je potom pouÏit˘ ako vektor, ktor˘ premiestni
klonovan˘ gén do kultivovan˘ch buniek. Vzhºadom na vlast-
nosti retrovírusov sa rekombinantná DNA integruje do celu-
lárneho genómu s vysokou frekvenciou. Alternatívnou metó-
dou je komplexovanie s kalcium fosfátom. Komplex kalcium
fosfát-DNA pomaly precipituje do buniek a DNA sa premi-
estni do malého percenta buniek. Iná transfekãná metóda je
elektroporácia, pri ktorej elektrick˘ náboj vytvára póry vmem-
bránach buniek, cez ktoré je klonovaná DNA premiestnená do
bunky. U posledne menovan˘ch metód dochádza k prenosu do
evidentne náhodn˘ch miest v DNA malého poãtu buniek (23).
KKB sú vzhºadom na svoje vlastnosti vhodn˘m terãom v poku-
soch o génovú terapiu. KKB môÏu byÈ ãiastoãne purifikova-
né z PK, KD, pupoãníkovej krvi, transdukované s génmi
a potom vrátené naspäÈ do organizmu. Hocijaké genetické
ochorenie, ktoré odpovedá na alogénnu TKD, by malo odpo-
vedaÈ na génovú terapiu.
Najvhodnej‰ou indikáciou na transdukciu génov do KKB sa
javí korekcia vroden˘ch ochorení. Tabuºka 2. ukazuje ocho-
renia úspe‰ne lieãené alogénnou TKB:

Línia najviac postihnutá Ochorenie

Lymfocytová SCID

Erytron Talassémia major

Erytron Kosáãikovitá anémia

Granulocytová Chronická granulomatózna choroba

Trombocytová Wiscott-Aldrichov syndróm

Makrofágová Gaucherova choroba

Osteoklasty Osteopetróza

Tab. 2. Niektoré vrodené ochorenia úspe‰ne lieãené alogénnou trans-
plantáciou KKB (22).
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ëal‰ími potencionálnymi indikáciami pre génov˘ transfer sú
korekcie získan˘ch defektov, zvlá‰È t˘ch, ktoré vedú k neo-
plázii a lieãba niektor˘ch infekãn˘ch ochorení - napríklad
AIDS. „VloÏenie“ génu, ktor˘ buì pôsobí proti onkogénu ale-
bo po‰kodzuje jeho mRNA by mohol byÈ tak˘mto terapeutic-
k˘m prístupom. Experimentálne bola táto metóda skú‰aná vlo-
Ïením protismern˘ch génov, ktoré neutralizujú produkt
onkogénu ako napr. bcr/abl, alebo prostredníctvom riboz˘mu,
ktor˘ ‰tiepi prekáÏajúci transkript. Gény, ktoré produkujú inhi-
bítory HIV by mohli byÈ prísºubom v lieãbe AIDS.
PouÏitím hoci aj modern˘ch zberov˘ch techník, ktoré mobili-
zujú KKB, ich poãet predstavuje len malé percento KKB v tele.
KeìÏe KKB sú prevaÏne nedeliace sa bunky, prevdepodob-
nosÈ prenosu je nízka. Preto poãet transdukovan˘ch kmeÀo-
v˘ch buniek je veºmi nízky v pomere k celkovému poãtu KKB
v organizme. Len malé mnoÏstvo buniek by mohlo maÈ dobr˘
efekt u pacientov napr. s chronickou granulomatóznou choro-
bou (CHGD) a deficitom adenozíndeaminázy. Napr. u CHGD
sa odhaduje, Ïe iba 5% plne funkãn˘ch neutrofilov by mohlo
udrÏaÈ rozhodujúcu ochranu proti infekcii a oxidázová aktivi-
ta iba v 3-5% buniek je zdruÏená s miernym fenotypom (22).

PATOLOGICKÉ KME≈OVÉ BUNKY.
Viaceré hematologické malígne ochorenia sa pokladajú za
ochorenia KKB - napr. chronická myeloidná leukémia (CML)
(24), väã‰ina akútnych myeloidn˘ch leukémií (AML) sv˘nim-
kou M3 FAB (25) , 5q- syndróm (26 )...
U 5q- syndrómu u niektor˘ch pacientov veºká frakcia pro-
B (CD34+CD19+) progenitorov bola súãasÈou 5q- klonu. KKB
s lymfo-myeloidn˘m potenciálom sa teda zdajú byÈ primár-
nym terãom postihnutia u 5q- syndrómu. U MDS s trizómiou
8 a monozómiou 7 veºk˘ poãet FISH ‰túdií ukázalo, Ïe lym-
focyty sú len v málo prípadoch postihnuté. Vy‰etrenie lymfo-
cytov v‰ak nemusí byÈ odpoveìou na to, ãi je postihnutá plu-
ripotentná KB, keìÏe niektoré patologické KB môÏu maÈ
zablokované vyzrievanie do tohoto radu. U v‰etk˘ch pacien-
tov s 5q- syndrómom FISH anal˘za purifikovan˘ch
CD34+CD38– buniek (v tejto frakcii sa nachádza väã‰ina KKB)
ukázala, Ïe takmer v‰etky bunky mali 5q deléciu (26).
Pri malígnom myelóme sa viacer˘mi ‰túdiami zistilo, Ïe
najmenej diferencované bunky malígneho klonu
(CD34+/CD19+, CD19+/PGP+- P-glykoproteín) v periférnej
krvi môÏu reprezentovaÈ hlavn˘ rezervoár patologick˘ch kme-
Àov˘ch buniek, ktoré sú rezistentné na lieãbu (27).
Bonnet aspol. (25) dosiahol prihojenie AML leukemick˘ch buni-
ek u SCID my‰í len purifikovanou frakciou leukemick˘ch buni-
ek CD34+CD38–. Purifikovanou frakciou CD34– buniek alebo
CD34+CD38+ buniek k prihojeniu v Ïiadnom prípade ne‰lo. I‰lo
o blasty AML M1 - M5 FAB. V˘nimku z t˘chto podtypov AML
bola M3, ktorej blasty nedokázali engraftovaÈ SCID my‰i a najp-
rimitívnej‰ia frakcia AML M3 blastov bola CD34+CD38+, ão je
frakcia zrel‰ích, uÏ zadan˘ch buniek. Bunky zodpovedné za pri-
hojenie boli nazvané SCID leukemia-initiating cell (SL-IC). Tie-
to bunky engraftovali SCID my‰i aj v prípadoch, keì poãet
CD34+ buniek z populácie blastov bol veºmi nízky - napr. vo
vzorke pacienta s AML-M4 boloCD34+ buniek len 2% (25). SL-
IC dokázali vmy‰iach vyzrievaÈ do blastov, ão poukazuje na hie-
rarchickú organizáciu leukemického klonu (obr. 1.). 
U CML sa na základe dlhodob˘ch kultúr zistilo, Ïe patologic-
ké LTC-IC proliferujú pomal‰ie ako normálne LTC-IC, ale

Obr. 1. Model porovnávajúci organizáciu normálneho a AML hemopoe-
tického systému.

Podºa Bonneta a spol. (25) leukemogénna udalosÈ (udalosti) vzniká na
úrovni primitívnej KKB. Dôsledkom toho bunka zvy‰uje svoju schopnosÈ
sebaobnovy a naru‰í sa jej normálny v˘vojov˘ program tak, Ïe sa nor-
málne línie nevyvíjajú. Táto leukemická KB je dokázateºná v SL-IC ese-
ji na báze iniciácie AML po transplantácii NOD/SCID my‰i. SL-IC pro-
dukuje klonogénne leukemické progenitory (AML-CFU), ktoré produkujú
leukemické bunky. Tento model ukazuje, Ïe AML klon je organizovan˘
hierarchicky s mnoh˘mi podobnosÈami s normálnym systémom. Skratky:
Ly-lymfocyty, Gr-granulocyty, Er-erytrocyty, Mgk-megakaryocyty, Tr-
trombocyty, AML-akútna myeloidná leukémia.

SL-IC leukemická KKB CD34+CD38– Normálna SCR

proliferujú na rozdiel od normálnych trvale a je teda porucha
regulácie ich sebaobnovy. Zistilo sa, Ïe patologické kmeÀové
bunky u CML nereagujú na inhibíciu MIP-1 alfa ako normál-
ne KB. Na TGF reagujú ale podobne ako normálne KKB (24).

ZÁVER
Koneãn˘ cieº pre molekulárnu medicínu je nasmerovaÈ multi-
potentné ºudské bunky s vysokou proliferaãnou kapacitou do
‰pecifick˘ch diferenciaãn˘ch programov v organizme. Ak sa
toto stane moÏné v blízkej budúcnusti a v‰etko nasvedãuje
tomu, Ïe to moÏné bude, otvorí sa mnoÏstvo terapeutick˘ch
postupov. Ako zdroj buniek by mohli byÈ ES, ão je ale v˘znam-
n˘ etick˘ problém ão sa t˘ka ºudsk˘ch buniek. Jedna moÏná
cesta, ako obísÈ tento problém je zaãaÈ s multipotentn˘mi KB
izolovan˘mi z tkanív dospelého ãloveka a „nasmerovaÈ“ ich
in vitro do ‰pecifick˘ch línií a pritom zachovaÈ ich proliferaã-
n˘ potenciál (4). VyuÏitie v praxi by mohlo byÈ napr. v gene-
rácii rôznych typov neurónov pri lieãbe Alzheimerovej cho-
roby, poraneniach miechy, alebo Parkinsonovej chorobe,
produkciou buniek srdcového svalu pre pacientov po preko-
není infarktu myokardu, produkcia inzulín-sekretujúcich buni-
ek pankreasu pri lieãbe niektor˘ch typov diabetes mellitus, ale-
bo dokonca v generácii dermálnej papily alebo KB vlasového
folikulu za úãelom lieãby niektor˘ch typov alopécie (2). Pro-
dukcia prakticky neobmedzeného mnoÏstva rôznych typov
krvn˘ch buniek, vrátane KKB, by mohla znamenaÈ prevratné
zmeny v lieãbe hematoonkologick˘ch ochorení.
Hoci efektívna génová terapia u ºudí bola len unikajúcim cie-
ºom, posledné pokroky v tejto oblasti nás vedú k nádeji, Ïe ten-
to cieº bude zrealizovan˘ v priebehu nasledujúcich niekoºk˘ch
rokov (22).
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