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Sihrn: Na zaklade roznych $tadii z ostatnych 3 desatroci je reguldcia KKBvysoko organizovany proces pod kontrolou extraceluldrnych a intra-
celuldarnych mechanizmov. KKB existuji v $pecidlnych miestach (,,niches*), kde stromdalne bunky, r6zne molekuly ako napr. cytokiny, extra-
celuldrna matrix, chemokiny, adhezivne molekuly predstavuji rovnovahu signalov, ktoré chréania pool KKB a zaroveit umoziuja ich regulo-
vanu proliferdciu a diferencidciu. Urcenie in vitro podmienok, ktoré umoznia regulovat sebaobnovu a diferenciaciu KKB in vitro je velkou
vyzvou v poslednych rokoch a v ostatnom ¢ase sa dosiahol urcity ispech v zmnoZeni KKB. KKB sa javia ako vhodny ciel pre génovi terapiu.
Akykolvek pokrok v tejto oblasti by umoZnil novy pohlad na vznik hematologickych malignit ktoré primarne postihuji KKB. Nové znalosti
by mohli prispiet k vyvoju efektivnejsej a Specifickejsej terapie roznych malignych aj nemalignych hematologickych ochoreni.
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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
regulate self-renewal and differentiation in vitro has been a major challenge in the last few years and some success occured recently in HSC
expansion. HSC seem to be a favourite target in attempt to implement gene therapy. Any progress in this area would give new insights into
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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ZACHOVANIE POTENCIALU SEBAOBNOVY

Velkou limitdciou na Siroké vyuZitie KKB je relativne nizka
uroveti nasej znalosti, ohlTadom udrZania tychto buniek in vit-
ro bez straty ich schopnosti dlhodobého multiliniového rastu
a diferenciécie - vlastnosti potrebnych pre ich klinické vyuzi-
tie. Molekuly ktoré udrZuju stav bunky na trovni kmeniovej
bunky sa len zacinaju identifikovat. Patria medzi ne ligandy
Notch rodiny receptorov, ktoré posobia zvonka a faktory ako
PIE-1, ktoré posobia zvniitra bunky (1). Poznatky v tejto oblas-
ti roz$iruju aj vyskumy s embryondlnymi kmeriovymi bunka-
mi (ES). Znama ¢rta ES buniek je ich schopnost udrzat v kul-
tire nediferencovany stav za pritomnosti vysokych koncentracii
cytokinov IL-6 rodiny, ktorych biologicka aktivita je sprost-
redkovana receptormi, ktoré majui vSetky spolo¢ny retazec - gp-
130 (2). Dimerizécia gp-130 faktorom inhibujicim leukémiu
(LIF) indukuje aj MAPK (Ras-mitogen activated protein kina-
se) aj JAK/STAT cesty. Nedavne vyskumy poukazuju, Ze pra-
ve stupeil aktivicie STAT-3 je kriticky pre zachovaniebloké-
dy diferenciécie ES buniek. Prahova hladina aktivicie je teda
esencidlna pre sebaobnovu ES navodenou faktorom inhibujt-
cim leukémiu (3). Na udrZanie blokady diferencidcie musia ES
exprimovat eSte transkripny faktorOct 4 (4). Zistilo sa, Ze akti-
vacia STAT-3 prispieva k onkogenéze a/alebo inhibicii apo-
ptoézy. Napr. u vicSiny pacientov s mnohopocetnym myelo-
mom je trvalo aktivovand STAT-3 v bunkach KD. V pripade
myelému aktivécia nastdva prostrednictvom IL-6 - ¢o induku-
je intraceluldrny signdl - po fosforylacii JAK, STAT-3 dimeri-
zuje, premiestiiuje sa do jadra a aktivuje transkripciu cielovych
génov. Aktivaciou STAT-3 u myelému sa zvySuje rezistencia
buniek na apoptézu indukciou Bel-XL(5).

Prevalencia gp-130 sprostredkovanych odpovedi v roznych
systémoch kmertiovych buniek, vratane HSC spolu s doku-
mentovanou doleZitostou JAK/STAT signalizicie v hemopo-

éze ukazuje, Ze regulécia diferenciatného rozhodnutia KKB
touto rodinou cytokinov moze byt Siroko (vSeobecne) kon-
zervovana (2).

Stidie z poslednych rokov poukazuji na to, Ze permanentnd
alterdcia genetického programu transformovanych buniek,
dosiahnuté konstitutivnou aktiviciou STAT proteinov je kri-
tickym krokom v procese malignej transformacie (3). Niekto-
ré JAK a STAT proteiny su tieZ konStitutivne aktivované
v hemopoetickych bunkéch, transformovanych r6znymi onko-
génnymi tyrozinkindzami, ako aj u roznych lymfémov a leu-
kémii, vratane tych, ktoré su transformované onkogénnymi
virusmi (3), vid tab.1.

Porucha na drovni JAK-STAT mdZe viest aj k neodpoveda-
vosti nddoru na inhibitor - IFN alfa. Bolo napr. zistené, Ze
u vySetrenych pacientov s CTCL (koZny T-lymfém) tiplne chy-
bala STAT-1 expresia, Co bolo zistené aj na IFN rezistentnom
malignom melanéme (3).

Doleziti odpoved na mnohé otdzky moZe dat Stadium expre-
sie homebox génov v Iudskych hemopoetickych bunkach. Roz-
ni ¢lenovia homebox rodiny transkripénych faktorov boli ziste-
ni v roznych subpopuldcidich CD34+ buniek KD. ZvySend
expresia HOXB4 v mySich KB rezultovala v pozoruhodne;j
expanzii buniek s lymfo-myeloidnym dlhodobym repopulac-
nym potencidlom. HOX gény v bioldgii KB st zv143t pozoru-
hodné, lebo st skor zname ako doleZité regulatory v embryo-
genéze (6).

Hoci sa v poslednom Case objavilo viacero transkripénych
faktorov, ako napr. GATA-2, Tcf4, Oct4, Mashl, LH2
a SCL/tal-1, ktoré sa zdaju, Ze udrZiavaji rdzne progenitoro-
vé bunky na urovni kludového stavu, je potrebné zistit, ako
su tieto transkripcné faktory regulované a akym mechaniz-
mom poOsobia na kmeiniové bunky pri zachovani ich pluripo-
tentného stavu (4).
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Tab. 1: Niektoré maligne ochorenia a konstitutivna aktivacia
JAK/STAT u nich zistena.

Lymfom aktivovand STAT alebo JAK

CTCL JAK 3,STAT 3,5

MF STAT 3

Herpesvirus saimiri dependent STAT 3

EBV-related STAT 1,3

Leukémia

Erytroleukémia STAT 1,5

AML STAT 1,3,5

CML STAT 5

ALL STAT L, 5

AML M, STAT 5

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

Skratky: CTCL - cutaneus T-cell lymphoma, MF - mycosis fungoides, EBV
- Epstein-Barr virus, AML - akdtna myeloidna leukémia, ALL - akiitna
lymfoblastové leukémia, HTLV - human T-leukaemia/lymphoma virus (3).

Nedavno bolo zistené, Ze expresia telomerazy koreluje s poten-
cidlom sebaobnovy hemopoetickych buniek. U KKB bolo
zistené postupné skracovanie teloméry s vekom (s kazdym
delenim stricaja telomerickti DNA). Takto telomerdza moze
regulovat potencial sebaobnovy redukciou rychlosti skraco-
vania DNA (7). Teloméry st nekodujice sekvencie DNA,
charakterizované mnohopocetnym opakovanim motivu
TTAGGG. Telomeraza je enzym charakteru ribonukleoprote-
inu, ktory je schopny predlZovat teloméry (8). U vdcSiny nor-
malnych somatickych buniek je telomerazova aktivita nizka,
alebo chyba a telomerickd DNA sa nédsledne straca po prolife-
racii in vitro a u deliacich buniek in vivo s vekom. Progresiv-
ne skracovanie telomér bolo pozorované u takmer vSetkych
somatickych buniek, vratane primitivnych KKB z KD dospe-
1ého. Tieto pozorovania ukazuji, Ze expresia funkcnej telo-
merazy a potreba telomerazy by mohla byt obmedzend na bun-
ky zérodoc¢nej linie a niektoré naddorové linie. Obmedzend
Zivotnost vacSiny krvnych buniek vyZaduje trvald produkciu
buniek - u dospelého &loveka to moZe byt viac ako 10'2 buni-
ek za defi. T4ato ohromnd produkcia (do 4x10'° buniek po&as
Zivota) je dosiahnutd proliferdciou a diferencidciou progeni-
torovych buniek, ktoré pochddzaji z KB s potencidlom seba-
obnovy (6). Paradoxne ale, velkd vi¢sina KB v KD dospelé-
ho je v necyklujicom stave - predpoklada sa teda, Ze KKB mé
obmedzeny pocet deleni (teoreticky 4x10'¢ buniek sa vypro-
dukuje 54 deleniami jednej KB). Zatial nie je zname, kolko-
kréat sa moze KKB rozdelit - moZno od menej ako 100 aZ po
viac ako 5000 krat (6).

MIKROPROSTREDIE.

Na udrZanie a reguldciu hemopoézy su nevyhnutné regulac-
né molekuly a lokalizacny fenomén v bunkovej strome. KB
mdZu existovat v Specidlnych miestach v mikroprostredi KD
in vivo, kde stromdlne bunky, zlozky Specifickej extracelu-
larnej matrix, cytokiny - viazané na extraceluldrnu matrix ale-
bo stromélne bunky a adhezivne molekuly predstavuji rov-
novéhu signalov, ktord chrani pool KB a zaroveii riadi ich
proliferaciu a diferencidciu (7, 9). Stromélne bunky predsta-
vuju fibroblasty, adipocyty, endotelové bunky, ako aj hemo-
poetické bunky - makrofagy. Tieto bunky produkuji mnoz-
stvo rdznych cytokinov dolezitych v biolégii KB (FL, SCF,
TPO...). V kultire stimuluje tieto bunky do produkcie rast sti-
mulujacich molekdul napr. IL-1 a platelet derived growth fac-
tor (PDGF) (10).

U dospelého asi 10% buniek KD je organizovanych v kom-
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paktnych agregitoch - hematonoch. V hematone sa nachad-
zaji mezenchymalne bunky, perivaskularne lipocyty, endote-
lové bunky a makrofagy, ktoré sd 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 nasobne obohatend o 35 ditové LTC-IC oproti bunkdm
z buffy coatu, tvori viac CFU-GM a HPP-CFC v myeloidne;j
kultare a viac B-lymfocytov v lymfopoetickych kultdrach (11).
Dolezita tlohu mé pravdepodobne aj inervacia KD, o ¢om je
zatial mélo informécii v literatdre. Podla Iversena a spol. (12)
mnozstvo LTC-IC buniek u plegickych pacientov z denervo-
vanej KD bolo v priemere o polovicu niZ§ie ako u tych istych
pacientov z KD nepostihnutej denervéciou a u kontrolnej sku-
piny zdravych os6b.

Gupta a spol. (9) zistili Ze pri kultivécii in vitro O-sulfurova-
né heparan sulfat glykozaminoglykany (HSGAG) produko-
vané stromdlnymi bunkami napomdahaji vzniku (,,niches)
kmenovych buniek lokalizovanim Specifickych heparin-viaz-
tcich proteinov s KKB, ¢im reguluji kontrolovany rast a dife-
rencidciu KB. Zistili tieZ, Ze pri kultivécii bez pritomnosti str6-
my kombindcia Specifickych HS GAG s IL-3 a MIP-1 alfa
(alebo PF4 - dostickovy faktor 4) je dostatocnd na udrZanie
vicsiny vstupnych LTC-IC do 5 tyZzdilov v kultdre. Expanzia
je mozn4 pridanim rast podporujicich RF (9). Dalgie heparin
viazice proteiny doleZité v bioldgii KB su basic fibroblast
growth factor (bFGF), hepatocyte growth factor (HGF), vas-
cular endothelial growth factor (VEGF), trombospondin, fib-
ronektin. Nie je iplne jasné, ako GAG moduluji udrzanie LTC-
IC. Predpokladd sa, Ze GAG lokalizuju cytokiny a proteinovu
matrix s KKB a modulujui aktivitu cytokinov (9).

HOMING (USIDLENIE).

Homing je schopnost buniek selektivne ndjst stromu KD,
nasledne sa tam usidlit a zah4jit hemopoézu (13). Tento pro-
ces je nepochybne sprostredkovany prostrednictvom mnoho-
pocetnych spoznévacich a adhezivnych udalosti.
Progenitorové bunky KD a PK exprimujt rozne adhezivne
molekuly - integriny, selektiny, selektinové ligandy. Integri-
ny beta; VLA-4 abeta, LFA-1 sa nachadzaji viac naKB v KD.
St znizené u cirkulujucich progenitorov. Endotelové bunky
a stromédlne bunky exprimuji VCAM-1 a ICAM-1 (adheziv-
ne molekuly patriace do velkej imunoglobulinovej rodiny),
ktoré st ich ligandy. Protildtky proti VLA-4 a VCAM-1 inhi-
buji homing KB do KD (14). Bolo zistené, Ze pri homingu je
vysoky stupeii Specificity interakcie, potrebny pre spravne
,.nasmerovanie* bunky. Za to zodpovedaji komplexné sacha-
ridy. Molekuly, ktoré dekéduju informdaciu sprostredkovant
sacharidmi sa proteiny-lektiny. Hardy a spol. (13) uvadza, Ze
rozpoznanie a nasledna adhézia KKB stromalnymi bunkami
je sprostredkovand homing lektinom s galaktozyl/manozylo-
vou Specificitou (sacharidovo-lektinovou interakciou) (13).
O dolezitosti selektinov pri homingu svedci aj praca (Derck-
sen a spol.)(15), podla ktorej pocet podanych CD34* buniek
exprimujucich L-selektin pri transplantacii KB koreluje srych-
lostou obnovy trombopoézy u pacientov po vysokodavkova-
nej chemoterapii.

Zaujimava sa naskyté otazka, ¢i st rozne molekulové mecha-
nizmy pri usidleni a/alebo prihojeni (engraftmente) u KB z roz-
nych zdrojov (periférnej krvi, KD, pupo¢nikovej krvi). Trans-
plantabilita buniek z roznych zdrojov nie je rovnakd a st
potrebné vyskumy na zodpovedanie tejto otdzky (13).

Pri migracii a usidleni KKB sa uddvajt ako doleZzité chemo-
kinové molekuly - napr.stromal derived factor-1 (SDF-1), EB
111ligand, CK beta-11 (MIP-3 beta) sa zGcCastiiuju in vitro che-
motaktickej migracie primitivnych buniek KD a pupo¢niko-
vej krvi a acinkuju synergicky so SCF (16). VicSina chemo-
kinov posobi na zrelé bunky (napr. IL-8 na granulocyty), ale
SDF-1, ktory je produkovany stromdlnymi bunkami (ale aj
bunkami inych tkaniv) je chemotaktickym faktorom ziroven
pre progenitorové bunky (14). Vyskumy na mysi ,,nulovej*



pre chemokinové receptory ako CXCR4 (receptor pre SDF-
1), CXCR?2 (receptor pre IL-8) a CCR-1 (receptor pre MIP-1
alfa) ukazuju, Ze tieto chemokinové receptory sa zdcastiiuji
migrécie primitivnych buniek (16).

Procesu adhézie sa moZe zicastiiovat aj RF, naviazany na povr-
chu buniek (napr. SCF na stromalnych bunkach) (14). Toho-
to procesu sa pravdepodobne zicastfiuje aj molekula CD34
naviazand na povrchu KB - jej ligandom je L-selektin (14).

MOBILIZACIA

Presun kmeniovych a progenitorovych buniek z kostnej drene
do periférnej krvi sa nazyva mobilizicia progenitorovych
a kmetiovych buniek (14).

Pozoruhodnou ¢rtou mobilizicie KKB je roznorodost stimu-
lacnych agensov, ktoré zahriiuju: RF, cytotoxické latky a niek-
toré chemokiny. Medzi chemokiny patria MIP-2, IL-8, BB-
10010 (geneticky vytvoreny MIP-1alfa). Ciasto¢ny zoznam RF:
G-CSF, GM-CSF, IL-7, IL-12, FL, TPO, SCF. Zvlastnost tej-
to skupiny je hlavne v roznorodosti ¢o sa tyka cielovych buni-
ek na ktoré posobia. Napr. RF, ktoré predominantne u¢inkuji
na bunky myeloidného radu (G-CSF), na lymfocyty (IL-7), na
megakaryocyty (napr. TPO), st vSetky potentné mobilizacné
agensy. Spolo¢né Crty posobenia RF: 1. Kinetika hemopoetic-
kych progenitorovych buniek (HPB) je po ich podani podob-
nd s dosiahnutim vrcholu cirkulujacich HPB (5-500 n4sobné
zvySenie poctu oproti hodnote pred mobilizdciou) vSeobecne
po 7-10 diloch od zaCatia mobiliz4cie RF. 2. Mobilizuje sa §iro-
ké spektrum HPB vréitane primitivnych pluripotentnych buni-
ek, ako aj zadanych myeloidnych, erytrocytovych a megaka-
ryocytovych progenitorov. 3. Mobilizované bunky majt iné
¢rty ako HPBz KD - viac ich je v kludovom stave bunkového
cyklu, expresia VLA-4 a c-kit je zniZend u mobilizovanych
buniek.

Bolo zistené, Ze mobilizicia G-CSF, Cyklofosfamidom a IL-
8 je zavisld na G-CSFR (receptor pre G-CSF). Toto ale nepla-
ti pre mobilizaciu FL (18).

EX VIVO ZMNOZENIE (EX VIVO EXPANZIA)

Transplantdcia KKB je definitivne kurativna metdda pre roz-

ne maligne a vrodené ochorenia a zabezpecuje obnovu mye-

lopoézy pre pacientov po vysokoddvkovanej chemoterapii.

Transplantdcia KKB je vSak limitovana viacerymi faktormi:

. Na ziskanie dostato¢ného mnoZstva KB su potrebné naroc-
né procedury - operacne zber KB z KD alebo aferézy.

2. Ajzatychto podmienok je pocet poZadovanych buniek limi-
tovany.

3. Kinetika regenerdcie zrelych krvnych buniek po transplan-
tacii KB nie je idedlna, preto tieto bunky majt maly priamy
terapeuticky efekt na obdobie od 1 do 3 tyZdiiov (19).

V ostatnej dobe je snaha tieto limiticie odstranit zvySenim
poctu proliferacii primitivnych hemopoetickych buniek pred
ich podanim prostrednictvom ich kontrolovanej ex vivo kul-
tury. Tieto techniky zapadaji do terminu ex vivo expanzia
(zmnozenie) KB.
Dodnes nie su definované podmienky, za ktorych mozu byt
tieto manipuldcie vyuZité, ani mechanizmy a¢inku na celulér-
nej drovni. V poslednej dobe sa pri zmnoZeni KKB dosiahol
urcity uspech (2). Napr. Kanai a spol. (20) dosiahol zmnoZe-
nie SRC kultivaciou so stromalnou liniou MS-5 a kombindci-
ou cytokinov FL a TPO. Dovod, preco niektori autori zacali
mat v tomto smere Gspech mozu byt v spolo¢nych rysoch meto-
doldgie ich postupov. K nim patri:

— inici4cia kultdry s relativne nizkou koncentriciou buniek,
ktoré su obohatené o HSC

— Castd vymena média

— interakcia HSC so zvlaStnymi stromalnymi bunkami

— pouZzitie velmi vysokych koncentracii niektorych cytokinov
2).

Objav aklonovanie roznych RF otvorilo cestu k rtoznym postu-

pom manipulovania hemopoézy pre klinické vyuZitie. Boli

vyvinuté rozne bunkové stromdlne linie, ktoré podporuji hemo-
poézu (20). Tieto bunkové linie imituju prostredie KD a v kul-
turach s tymito bunkami dochadza podobne ako in vivo k inter-
akcii KKB a stromdlnych buiniek. Je doleZité zah4jit kultivaciu
purifikovanou frakciou napr. CD34* buniek (21). Pri niekto-
rych ochoreniach ako napriklad CML (chronickd myeloidnd
leukémia), plazmocytém, atd. je tato frakcia kontaminovand
nadorovymi bunkami, preto sa pri tychto ochoreniach odporu-
Caselektovat eSte ?n'mitivnej Sie subfrakcie - CD34*Thy-1*Lin~
u myelému a CD**+HLA-DR~u CML (7).

Ex vivo zmnoZenie moZe prebiehat aj bez pritomnosti stromal-
nych buniek s vyuZitim kombinacie RF. Existuje vela moZnos-
ti kombindacii RF ako aj ich koncentricii. R6zni autori udavaji
preto rdzne ,,optimalne* podmienky. VicSina autorov pouZiva
FL, SCF, IL-3, z dalsich RF sa vyuzZivaji v¢asne pdsobiace -
napriklad IL-11, IL-6,G-CSF, TPO, GM-CSF (20, 21).

Ex vivo zmnoZenie sa vyuZiva aj u zrel§ich hematopoetickych
buniek - napr. nazmnoZenie cytotoxickych efektorovych buni-
ek, buniek prezentujicich antigén (APC), dendritickych buni-
ek - za ic¢elom imunoterapie nddorov ex vivo manipulovany-
mi cytotoxickymi bunkami alebo v expanzii APC - buniek
schopnych zahijit proces imunitnej odpovede (7).

GENOVA TERAPIA

Pocas ostatnych 2 dekéd sa vyvinulo velké tsilie za u¢elom
lie¢by Tudskych chordb nahradenim nefunk&nych génov v bun-
kach alebo opravou muticii, ktoré spdsobujt chorobu. Uspes-
nd aplikacia tychto met6d by mohla viest ku efektivnej terapii
roznych genetickych a ziskanych chorob, z ktorych mnoho je
dnes nevyliecitelnych.

Gény moZzu byt vpravené do buniek bud pomocou virusovych
vektorov, lebo maju schopnost preniest DNA do hostiteIskej
bunky, alebo nevirusovych metdd, ktoré st vSak menej efek-
tivne v tomto smere (22). BeZnou technikou je vyuZitie retro-
virusu, v ktorom virusovy Struktirny gén je nahradeny klono-
vanym génom, ktory chceme ,,preniest* do cielovych buniek.
Zmeneny virus je potom pouZity ako vektor, ktory premiestni
klonovany gén do kultivovanych buniek. Vzhladom na vlast-
nosti retrovirusov sa rekombinantnd DNA integruje do celu-
larneho genému s vysokou frekvenciou. Alternativnou meto-
dou je komplexovanie s kalcium fosfatom. Komplex kalcium
fosfat-DNA pomaly precipituje do buniek a DNA sa premi-
estni do malého percenta buniek. Ind transfekéna metdda je
elektropordcia, priktorej elektricky naboj vytvara péry vmem-
branach buniek, cez ktoré je klonovand DNA premiestnend do
bunky. U posledne menovanych metéd dochddza k prenosu do
evidentne ndhodnych miest v DNA malého poctu buniek (23).
KKB st vzhladom na svoje vlastnosti vhodnym ter¢om v poku-
soch o génovi terapiu. KKB mozu byt iastocne purifikova-
né z PK, KD, pupoc¢nikovej krvi, transdukované s génmi
a potom vréitené naspit do organizmu. Hocijaké genetické
ochorenie, ktoré odpoveda na alogénnu TKD, by malo odpo-
vedat na génovu terapiu.

NajvhodnejSou indikéciou na transdukciu génov do KKB sa
javi korekcia vrodenych ochoreni. Tabulka 2. ukazuje ocho-
renia uspe$ne lieCené alogénnou TKB:

Tab. 2. Niektoré vrodené ochorenia tispesne liecené alogénnou trans-
plantaciou KKB (22).

Linia najviac postihnuta Ochorenie

Lymfocytovd SCID

Erytron Talassémia major

Erytron Kosacikovitd anémia
Granulocytova Chronickd granulomatézna choroba
Trombocytova Wiscott-Aldrichov syndrom
Makrofagova Gaucherova choroba

Osteoklasty Osteopetrdza
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Dalsimi potencionalnymi indik4ciami pre génovy transfer su
korekcie ziskanych defektov, zvlast tych, ktoré vedu k neo-
plazii a lieCba niektorych infekénych ochoreni - napriklad
AIDS. ,,VloZenie*“ génu, ktory bud posobi proti onkogénu ale-
bo poskodzuje jeho mRNA by mohol byt takymto terapeutic-
kym pristupom. Experimentélne bola tito metdda skiSana vlo-
Zenim protismernych génov, ktoré neutralizuju produkt
onkogénu ako napr. ber/abl, alebo prostrednictvom ribozymu,
ktory Stiepi prekaZzajuci transkript. Gény, ktoré produkuju inhi-
bitory HIV by mohli byt prisfTubom v liecbe AIDS.

Pouzitim hoci aj modernych zberovych technik, ktoré mobili-
zuju KKB, ich pocet predstavuje len malé percento KKB v tele.
KedZe KKB st prevazne nedeliace sa bunky, prevdepodob-
nost prenosu je nizka. Preto pocet transdukovanych kmetio-
vych buniek je velmi nizky v pomere k celkovému poctu KKB
v organizme. Len malé mnoZstvo buniek by mohlo mat dobry
efekt u pacientov napr. s chronickou granulomatéznou choro-
bou (CHGD) a deficitom adenozindeamindzy. Napr. u CHGD
sa odhaduje, Ze iba 5% plne funk¢nych neutrofilov by mohlo
udrZzat rozhodujticu ochranu proti infekcii a oxiddzova aktivi-
ta iba v 3-5% buniek je zdruZend s miernym fenotypom (22).

PATOLOGICKE KMENOVE BUNKY.

Viaceré hematologické maligne ochorenia sa pokladaji za
ochorenia KKB - napr. chronickd myeloidn4 leukémia (CML)
(24), vacsina akttnych myeloidnych leukémii (AML) s vynim-
kou M3 FAB (25) , 5q- syndrém (26 )...

U 5q@- syndromu u niektorych pacientov velka frakcia pro-
B (CD34+CD19+) progenitorov bola sti¢astou 5q- klonu. KKB
s lymfo-myeloidnym potencidlom sa teda zdaji byt priméar-
nym ter¢om postihnutia u 5q- syndréomu. U MDS s trizémiou
8 a monozomiou 7 velky pocet FISH §tudii ukdzalo, Ze lym-
focyty st len v malo pripadoch postihnuté. VySetrenie lymfo-
cytov vSak nemusi byt odpovedou na to, ¢i je postihnuta plu-
ripotentnd KB, kedZe niektoré patologické KB moZu mat
zablokované vyzrievanie do tohoto radu. U vSetkych pacien-
tov s 5g- syndrémom FISH analyza purifikovanych

ukézala, Ze takmer vSetky bunky mali 5q deléciu (26).

Pri malignom myeldme sa viacerymi Stadiami zistilo, Ze
najmenej  diferencované bunky maligneho klonu
(CD34*/CD19*, CD19*/PGP*- P-glykoprotein) v periférnej
krvi moZu reprezentovat hlavny rezervoar patologickych kme-
tovych buniek, ktoré st rezistentné na lieCbu (27).
Bonnetaspol. (25) dosiahol prihojenie AML leukemickych buni-
ek u SCID mysi len purifikovanou frakciou leukemickych buni-
ek CD34+CD38". Purifikovanou frakciou CD34" buniek alebo
CD34+CD38* buniek k prihojeniu v Ziadnom pripade neslo. I§lo
oblasty AML M1 - M5 FAB. Vynimku z tychto podtypov AML
bola M3, ktorej blasty nedokazali engraftovat SCID mySi a najp-
rimitivnejsia frakcia AML M3 blastov bola CD34*CD38", ¢o je
frakcia zrel§ich, uZ zadanych buniek. Bunky zodpovedné za pri-
hojenie boli nazvané SCID leukemia-initiating cell (SL-IC). Tie-
to bunky engraftovali SCID mysi aj v pripadoch, ked pocet
CD34* buniek z populécie blastov bol velmi nizky - napr. vo
vzorke pacienta s AML-M4 boloCD34+ buniek len 2% (25). SL-
IC dokazali v mySiach vyzrievat do blastov, ¢o poukazuje na hie-
rarchickd organizéciu leukemického klonu (obr. 1.).

U CML sa na zdklade dlhodobych kultur zistilo, Ze patologic-
ké LTC-IC proliferuju pomalSie ako normalne LTC-IC, ale

Obr. 1. Model porovndvajiici organizdciu normdlneho a AML hemopoe-
tického systému.
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Podla Bonneta a spol. (25) leukemogénna udalost (udalosti) vznikd na
trovni primitivnej KKB. Dosledkom toho bunka zvySuje svoju schopnost
sebaobnovy a narusi sa jej normalny vyvojovy program tak, Ze sa nor-
malne linie nevyvijaja. Tato leukemickd KB je dokdzateInd v SL-IC ese-
jina béaze inicidcie AML po transplanticii NOD/SCID mysi. SL-IC pro-
dukuje klonogénne leukemickeé progenitory (AML-CFU), ktoré produkuju
leukemické bunky. Tento model ukazuje, Ze AML klon je organizovany
hierarchicky s mnohymi podobnostami s normalnym systémom. Skratky:
Ly-lymfocyty, Gr-granulocyty, Er-erytrocyty, Mgk-megakaryocyty, Tr-
trombocyty, AML-akidtna myeloidna leukémia.

proliferuji na rozdiel od normélnych trvale a je teda porucha
regulécie ich sebaobnovy. Zistilo sa, Ze patologické kmetiové
bunky u CML nereagujui na inhibiciu MIP-1 alfa ako norméal-
ne KB. Na TGF reaguju ale podobne ako normalne KKB (24).

ZAVER

Konecny ciel pre molekuldrnu medicinu je nasmerovat multi-
potentné Tudské bunky s vysokou proliferacnou kapacitou do
Specifickych diferenciacnych programov v organizme. Ak sa
toto stane mozné v blizkej buddcnusti a vSetko nasvedcuje
tomu, Ze to mozné bude, otvori sa mnoZstvo terapeutickych
postupov. Ako zdroj buniek by mohli byt ES, ¢o je ale vyznam-
ny eticky problém o sa tyka udskych buniek. Jedna moZna
cesta, ako obist tento problém je zacat s multipotentnymi KB
izolovanymi z tkaniv dospelého ¢loveka a ,,nasmerovat* ich
in vitro do Specifickych linii a pritom zachovat ich proliferac-
ny potencidl (4). VyuZitie v praxi by mohlo byt napr. v gene-
racii roznych typov neurénov pri lie¢be Alzheimerovej cho-
roby, poraneniach miechy, alebo Parkinsonovej chorobe,
produkciou buniek srdcového svalu pre pacientov po preko-
neni infarktu myokardu, produkcia inzulin-sekretujicich buni-
ek pankreasu pri liecbe niektorych typov diabetes mellitus, ale-
bo dokonca v generdcii dermélnej papily alebo KB vlasového
folikulu za i¢elom liecby niektorych typov alopécie (2). Pro-
dukcia prakticky neobmedzeného mnoZstva roznych typov
krvnych buniek, vratane KKB, by mohla znamenat prevratné
zmeny v lieCbe hematoonkologickych ochoreni.

Hoci efektivna génova terapia u ludi bola len unikajicim cie-
Tom, posledné pokroky v tejto oblasti nas vedi k nadeji, Ze ten-
to ciel bude zrealizovany v priebehu nasledujicich niekolkych
rokov (22).
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