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Souhrn

Védeckou praci vénovanou otazkam vyuziti kmenovych bunék v diagnostice
a nasledné jejich vyuziti vIéCbé jsem zahajil vroce 1990 jako védecky pracovnik
na katedfe Vojenské radiobiologie VLA JEP v Hradci Kralové. V tomto obdobi jsem jiz
zacal pfipravovat koncepci propojeni experimentalniho a klinického vyuziti vysledku nasi
prace. Zacal jsem budovat laboratof, ktera cilené vyuzivala vysledky experimentalni
prace v klinické praxi. Prvnim experimentalnim modelem byly hematopoetické kmenové
buniky (HSCs) - moznosti jejich ziskavani z kostni dfené a periferni krve, dale moznosti
jejich ex vivo expanze. Takto zamérena laborator byla jednou z prvnich v na$i republice,
kde bylo mozné pfipravit hematopoetické kmenové bunky pro klinické vyuziti. V roce
1993 ve spolupraci s klinickymi pracovisti byla pouzita metoda pfistrojové separace
perifernich hematopoetickych kmenovych bunék (PBPC) a jejich aplikace u nemocnych
se solidnimi nadory. Metoda vyuzivala autolognich PBPC u nemocnych, kterym byla
aplikovana vysokodavkovana chemoterapie a autologni transplantace PBPC méla za ukol
shizovat riziko hematologické toxicity navozené pravé touto IéCbou. Zvladnutim metodiky
se naSe pracovisté dostalo do popfedi i v mezinarodnim meéfitku a vysledky byly
prezentovany v ramci registru EBMT (European Bone Marrow Transplantation)
na evropské urovni. Vroce 1998 provedla nasSe skupina jako prvni v nasi republice
aplikaci plné krve obohacené o PBPC u nemocnych Zen s vysoce rizikovym karcinomem
prsu v ambulantnich podminkach lécCby.
Vzhledem k tomu, Ze nastala potfeba vytvofit blizSi propojeni experimentalni
a klinické prace, moje dalSi plsobeni pokracovalo na klinické urovni, a to jak na proble-
matice diagnostického vyuziti kmenovych bunék v onkologii, tak i nasledné na urovni
plasticity kmenovych bunék. V tomto ohledu byla vyznamna spoluprace s Methodist
Research Institute (Methodist Hospital of Indiana, Indianopolis, USA) a poté s Centre
of Excellence for Aging of Brain Repair (University of South Florida College of Medicine,
Tampa, USA). Vysledkem byly prezentované prace, ve kterych byla feSena problematika
plasticity neuralnich kmenovych bunék (NSCs). V tomto sméru nasi laboratofi patfila opét
priorita, a to nejen v republikovém méfitku. Vysledky byly prezentovany na mezinarodnich
konferencich a publikovany v mezinarodnich Casopisech. V tomto obdobi jsem zacal
pfipravovat a formovat mysSlenku vztahu plasticity kmenovych bunék a procesu

karcinogeneze. DalSi prace nasi laboratofe je spojena s hledanim humoralnich vztahu



mezi kmenovymi bunkami a jejich prostfedim v patologickych procesech, procesech
regenerace obecné, a také ve vztahu k procesiim karcinogeneze. PokraCuje spoluprace
s odborniky, pfedevsim s prof. Denisem Englishem (University of South Florida College
of Medicine, Tampa, USA).

Pro nasi skupinu to byla vyzva, ktera znamenala kvalitativni skok v nasi experi-
mentalni praci. Vznikla cela fada velice zajimavych praci, tykajicich se jak plasticity
kmenovych (NSCs a HSCs) bunék, tak vztahu k neurogenezi, vaskulogenezi (nestin) atd.
(viz literarni pfehled praci autora). Ze ziskanych vysledkl a zkuSenosti se dale logicky
vygenerovaly teoretické uvahy o vztahu nékterych procesu, jako je plasticita a diverzita
bunék - mysSleno predevSim kmenovych bunék. Vzhledem k mému zamérfeni - klinicky
onkolog a hematolog, byl jenom krok k tomu, spojit tyto uvahy s nadorovymi kmenovymi
burikami. Pro tyto ucely jsme v roce 2002 zalozili nadorovou tkanovou banku, kde jsou
kryokonzerovany nadorové tkané. Vzhledem k tomu jsme vyznamné rozSifili metodicke
moznosti naSi laboratofe jak v oblasti in vitro metodik, tak v oblasti in vivo modelu.
V ramci rozvojovych projekt a grantd a v ramci vyuky PGS studentl jsme vytvofili novou
skupinu se zaméfenim na vyzkum a klinickou aplikaci kmenovych bunék, a to pfedevsim
v oblasti vyuziti v IéCbé nadorovych onemocnéni.

V soucCasné dobé naSe skupina feSi dvé vyznamné otazky: problematiku vztahu
regenerace tkani a vztahu mikroprostfedi a pfipravu klinického vyuziti kmenovych bunék
v tzv. ,homing transplantaci” — transplantaci dospélych kmenovych bunék ,v Case

na miru”.



Summary

| started my research work with stem cells in diagnostics and, later on, in the
therapy in the year 1990 as a research worker at the Department of Military Radiology
of Military Medical Academy, Hradec Kralové. At that time | was already preparing
a conception connecting experimental results with the clinical use. | started to build
a laboratory with the aim the results in my clinical practice. Hematopoietic stem cells
(HSCs) served as the first model because of their easy collection from the bone marrow
and peripheral blood and easy ex vivo expansion. Our laboratory with such specialization
was the first in our country where hematopoietic cells could be prepared for clinical use.
In 1993 in cooperation with other departments a method was introduced for instrumental
separation of hematopoietic stem cells that could be used for application to patients with
solid tumors. This method utilized autologous peripheral blood progenitor cells (PBPCs)
in patients receiving high-dose intensive cyclic chemotherapy to reduce the risk
of hematologic toxicity. Application of this method brought us again to the fore also by
international standard and the results were presented in the EBMT registry at the
European level. In 1998 our team performed, as first in our republic, transfusion of whole
blood enriched with PBPCs in order to reduce the risk of hematologic toxicity in female
patients with high-risk breast carcinoma treated with intensive cyclic chemotherapy on an
out-patient basis.

Regarding the necessity to create closer connection of experimental and clinical
work, | left the Army for the Department of Oncology, Teaching Hospital, Hradec Kralove
where | could go on with experiments and, at the same time, use the results in clinical
work aimed at the problems concerning both the diagnostic use of stem cells in oncology
and stem cells plasticity. In this respect, there was an important cooperation with the
Methodist Research Institute (Methodist Hospital of Indiana, Indianapolis, USA) and later
with the Center of Excellence for Aging of Brain Repair (University of South Florida
College of Medicine, Tampa, USA). This resulted in presentations of our studies on neural
stem cells plasticity (NSCs). Again, our laboratory acquired the priority and not only in this
country. Our studies were presented on international conferences and published
in international journals. During this period of time | started to formulate a hypothesis
about the possible relation between the stem cell plasticity and the process of carcino-

genesis. Presently, our laboratory is engaged in the search of humoral relations between



stem cells and their microenvironment in both pathologic processes and regenerative
processes in general and, respectively, with the relation in carcinogenesis process. Here
cooperation goes on with other researches and, in the first place with Prof. Denis English
(University of South Florida College of Medicine, Tampa, USA).

This was a challenge for our team, and it made a qualitative jump in our
experimental work. A number of very interesting studies have been reported concerning
stem cell plasticity NSCs and HSCs) in relation to neurogenesis, vasculogenesis (nestin)
and others (see the author’s survey of literature). Acquired results and experience
generated theories about relations of certain processes, such as plasticity and diversity
of cells — stem cells at the first place. Considering my specialization — clinical ontologist
and hematologist — it was a short step to link up these thoughts with tumor stem cells. For
this purpose a stem cell tissue bank was founded in 2002, where tumor tissues are
cryopreserved. This resulted in a wide enlargement of methodical possibilities of our
laboratory both in vitro and in vivo models.

Presently, our team works on two problems - relations between tissue
regeneration and microenvironment and preparation of stem cells for clinical use in the so
called ,homing transplantation“ — i.e. transplantation of adult stem cells ,tailored to time

and measure®.



Komentar k souboru praci k tématu hematopoetické periferni kmenové burky,

jejich mobilizace a ex vivo expanze.

Klinické vyuziti hematopoetickych rustovych faktord je datovano od pocatku
devadesatych let minulého stoleti. V dalSim textu se pokusim pfiblizit nase vysledky
a podil ve vyzkumu a klinickém vyuziti pfedevsim G-CSF (granulocyte colony-stimulating
factor), EPO (erytropoetin), GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimulating factor),
IL-3 (interleukin 3) a IL-11 (interleukin 11). Z Fady vysledkd vyplynulo, Zze pouziti G-CSF
a GM-CSF mulze mit svoje misto v klinickém vyuziti pro reparaci krvetvorby po chemo-
terapii, po ozareni a také pro mobilizaci hematopoetickych kmenovych bunék a jejich
transplantaci. Pouziti G-CSF a GM-CSF vede k mobilizaci progenitorovych bunék,
a to nejen granulocytarni a granulocyto-makrofagové linie [21,38,39]. Rlstové faktory byly
vyuzity pfi Ié€bé febrilni neutropenie, ktera predstavuje vyznamné riziko infekce, zejména
po chemoterapii nebo ozareni. Cilem je zkraceni doby neutropenie, €imz se snizuje riziko
infekce a navic Ize umérné zvySovat davku a intenzitu chemoterapie.

V tomto obdobi se jako dllezita ukazala metoda monitorovani cirkulace hemato-
poetickych kmenovych bunék v periferni krvi pomoci klonalni kultivace. Touto metodou
bylo mozné stanovit mnozstvi transplantovanych bunék a jejich viabilitu [32]. Hlavnim
nedostatkem metody bylo, Ze kolonie CFU-GM, BFU-E a CFU-GEMM bylo mozné
odecitat az za 7 - 14 dni po jejich vysazeni do kultivacniho média. Zasadni obrat v tomto
sméru mélo vyuziti CD34 antigenu exprimovaného na krvetvornych bunkach. Pfes tuto
nevyhodu nadale zlstala metoda klonalni kultivace dulezitou soucasti pro hodnoceni
viability transplantovaného Stépu hematopoetickych bunék ziskanych z kostni dfené nebo
periferni krve.

Pro mobilizaci perifernich kmenovych bunék byly pouzivany dva postupy, a to:
pouziti bud samotnych rustovych faktor (eventualné jejich kombinace), nebo kombinace
chemoterapie s rlstovymi faktory. Z cytostatik byl pro mobilizacni ucely jako prvni pouzit
cyklofosfamid v standardnich nebo vysokych davkach (4 - 7 g/m?), predevsim z diivodu
jiz znamé farmakokinetiky, a také pozitivniho efektu tohoto 1éku na nadorovou krvetvorbu.
Nasledovala fada dalSich praci zaméfenych na sledovani kinetiky hematopoetickych
kmenovych bunék a na vybér vhodného mobilizacniho reZzimu u nemocnych s malignimi

nadory.



Zde pfipomeneme nékteré publikace, ze kterych jsme vychazeli také v naSich
experimentech a klinickych pracich. Richman a spol. sledovali 24 nemocnych s nadory:
karcinomem prsu, karcinomem ovarii, teratokarcinomem a Ewingovym sarkomem. Hlavni
skupinu tvofilo 14 nemocnych s karcinomem ovarii. Slo o program autologni transplan-
tace (podani kryokonservovanych perifernich krvetvornych bunék) po chemoterapii péti
cykly adriamycinu 45 mg/m? a cyklofosfamidu 500 mg/m?, vée aplikovano 1. den. Autofi
sledovali mnozstvi zadanych kmenovych bunék pomoci kultivace kolonii CFU-C (colony
forming unit cells). U kontrolni skupiny 14 zdravych darct byla primérna koncentrace
bunék tvoricich kolonie CFU-C v periferni krvi 9,5 (range 2 - 28) na 2x10° mono-
nuklearnich bunék (MNC). Primérna koncentrace CFU-C u nemocnych v periferni krvi
po chemoterapii byla 6,0 (range 0 - 27) na 2x10° MNC. Zajimavé byly i vysledky
dynamickych studii: 7. den nebyly u nemocnych v periferni krvi detekované CFU-C,
ale 15. den doSlo k 5nasobnému vzestupu CFU-C oproti zakladni hodnoté. Maximalni
vzestup CFU-C v periferni krvi byl 21. den od chemoterapie. Tento vzestup byl
20nasobny oproti zakladni hodnoté. Podle vysledkl uzaviraji autofi, Ze uvedena metodika
vede k zisku kmenovych bunék z periferni krve v adekvatnim mnozstvi jako ze dfené,
a to umoznuje ziskany material pouzit ke studiu pfiznivého ovlivnéni myelo-suprese po
intenzivni chemoterapii [37]. Sheridan a spol. pouzili pro mobilizaci G-CSF v davce
12 pg/kg/den v kontinualni s.c. infuzi. Median zvySeni pocCtu cirkulujicich CFU-GM byl
58krat a BFU-E 24krat [39]. Pettengellova a spol. vroce 1992 prezentovali pfedbézné
vysledky u malé skupiny nemocnych s malignim lymfomem, kterym byl nebo nebyl
podavan G-CSF v prubéhu faze obnovy krvetvorby po chemoterapii (VAPEC-B). U této
skupiny nemocnych bylo popsano zvySeni poctu cirkulujicich CFU-C, a to zvlasté
u pacientu, kterym byla podavana chemoterapie v kombinaci s G-CSF [33]. Siena a spol.
sledovali cirkulaci progenitorovych bunék s expresi antigenu CD34 (CD34" bunék)
u 5 nemocnych (1 pacient s Hodgkinovym lymfomem, 2 pacienti s non-Hodgkinovym
lymfomem a 2 pacientek s karcinomem prsu). Byl pouzit protokol vysokodavkované
chemoterapie — cyklofosfamid 7 g/m? s podavanim nebo bez podavani GM-CSF v davce
5,5 pug/kg/den v i.v. infuzi. V obdobi ,peaku“ CD34" v periferni krvi (3. tyden po chemo-
terapii) provedli 3 — 4 leukaferézy na kontinualnim separatoru a podafilo se jim odebrat
dostatek PBPC pro autologni transplantaci. Vytézek byl podanim GM-CSF zvySovan 5x
a byl vétsi, nez pfi odbéru kostni difené v celkové narkdze. Kultivaénimi metodami

i vySetfenim membranovych antigent prokazali, Zze kvalita PBPC je stejna jako kvalita



difefiovych progenitor(. Proto uzavirali, ze PBPC jsou vhodné pro transplantace i pro
genové manipulace stejné, jako difefiové krvetvorné bunky [40]. V dalSi studii Teshima
a spol. sledovali 68 nemocnych (99 sérii leukaferéz) s hematologickymi a solidnimi
nadory. Sledovani mobilizace PBPC bylo provadéno po samotné cytostatické IéCbé, nebo
v kombinaci cytostatické 1éCby s G-CSF. VétSina nemocnych byla |é€ena standardnim
chemoterapeutickym reZzimem. Podavani G-CSF bylo zahajeno pfi prvnim zvySeni poctu
leukocytl, primérné 13. den (range 5 - 23) po chemoterapii. G-CSF byl podavan v davce
5 ug/kg/den i.v. v 6 hodinové infuzi nebo byl podavan s.c. v davce 1 ug/kg/den. Maximalni
vzestup poctu cirkulujicich CFU-GM v periferni krvi byl u nemocnych s chemoterapii
27,7 dne a u nemocnych s kombinaci chemoterapie a G-CSF 24,2 dne. Pfi hodnoceni
pramérného vytézku CFU-GM v periferni krvi byl zjistén signifikantné vyS8Si vytéZzek
CFU-GM u nemocnych s kombinovanym mobilizaénim rezimem (chemoterapie a G-CSF):
pfi chemoterapii byl primérny vytézek CFU-GM 8,4x10%/kg a pfi kombinaci chemoterapie
s G-CSF 18,6x10%kg [41]. Vose a spol. popsali v roce 1992 u nemocnych s Hodgkinovym
lymfomem 12nasobné zvySeni CFU-GM v periferni krvi po 11 dnech podavani IL-3
v davce 125 ng/kg/den i.v. [46]. Vredenburgh a spol. v roce 1998 publikovali vysledky
randomizované studie s pouzitim lidského rekombinantniho interleukinu-11 (IL-11)
v pribéhu autologni transplantace kostni dfené s PBPC u nemocnych s karcinomem
prsu. Tato studie sledovala moznosti ovlivnéni obnovy krevnich destiCek. U 80 nemoc-
nych byla pouzita vysokodavkovana chemoterapie v kombinaci cyklofosfamid, cisplatina
a karmustin. Nemocné byly randomizovany do 3 skupin: placebo — 26 nemocnych,
podavani IL-11 v dav-ce 25 ug/kg/den — 28 nemocnych a podavani IL-11 v davce
50 pg/kg/den — 26 nemocnych. Podle vysledku nebylo prokazano, Ze lécba IL-11
vyznamné snizi po€et nutnych transfuzi krevnich destiCek [47].

Rustovy faktor G-CSF je v hematoonkologii a onkologii pouzivan pfi lécbé febrilni
neutropenie u nemocnych napf. po intenzivni a vysokodavkované chemoterapii, EPO
pfi lécbé chronické anemie u onkologickych nemocnych. Vyuziti kombinace téchto
ristovych faktorll jsem prezentoval v praci, ktera feSi otazku moznosti mobilizace PBPC
u nemocnych Zen po intenzivni chemoterapii. Tato prace vznikla v roce 1996 a byla

publikovana v roce 1997 v Casopise Neoplasma:



Circulation of progenitor cells after intensive chemotherapy followed by combination
G-CSF and EPO in breast carcinoma.

S. Filip, J. Vanasek, M. Blaha, J. Vavrova

Neoplasma, 1997, 44 (4): 212-218.

Podle naSich zkuSenosti I1ze u nemocnych s karcinomem prsu pouzitim intenzivni
chemoterapie a kombinace G-CSF (filgrastin) a EPO (erytropoetin) dosahnout velmi
dobrého mobilizaéniho efektu. Sledovali jsme 11 nemocnych Zen s karcinomem prsu,
kterym byla podavana intenzivni cyklickd chemoterapie EC (epirubicin 150 mg/m?
a cyklofosfamid 1300 mg/m?). Pfi léto lécbé ¢&asto dochazi k leukopenii a anemii
s nutnosti transfuzi, nebo dokonce ke snizeni intenzity terapie. Proto jsme pfi poklesu
hemoglobinu pod 85 g/l podavali nemocnym kombinaci G-CSF 5 ug/kg/den s.c. a EPO
v davce 250 IU/kg/den, také s.c. Zjistili jsme statisticky vyznamny vzestup cirkulujicich
progenitorovych buné&k v periferni krvi oproti vychozim hodnotam: CD34" 7, 8krat,
CFU-GM 23,4krat a BFU-E 28,7krat. Kombinace G-CSF a EPO se tedy jevila po této
strance klinicky uc€inna a také vhodna pro mobilizaci progenitorovych bunék. V letech
1995-1997 tato prace predstavovala v nasi republice prvni soubor nemocnych s karcino-
mem prsu, u kterych byla v IéEbé pouzita kombinace rastovych faktord. Byla monitoro-
vana jak klinicka odpovéd na podani rlstovych faktoru, tak cirkulace progenitorovych
bunék v periferni krvi po aplikaci intenzivni cyklické chemoterapie u nemocnych Zen
s karcinomem prsu. Prace ukazala cestu pro dal§i moznosti vyuziti kombinace ristovych
faktoru, a to pfedev§im za uc¢elem mobilizace PBPC. Svou praci jsme také vytvorili zaklad
pro klinické vyuZiti téchto rustovych faktord v pfipravé nemocnych k autologni
transplantaci perifernich kmenovych bunék s karcinomem prsu.

Pouzivani hemopoetickych rustovych faktor( vedlo u nemocnych po cytostatické
léCbé k vyznamné rychlejSi reparaci kostni diené, doplhovani marginalniho a cirkula¢niho
poolu kmenovych bunék. Pfi monitorovani nemocnych s karcinomem prsu sledovanym
v obdobi po cytostatické [éCbé jsme prokazali velmi dobry efekt rlstovych faktort jak
na krvetvorbu, tak také na snizeni €etnosti sekundarnich infekénich komplikaci. Obdobny
poznatek byl u€inén také u onkologicky nemocnych trpicich chronickou anémii. Pouziti
erytropoetinu u onkologickych pacientt vychazelo ze zkuSenosti, které ziskali nefrologové
pfi IéEbé renalni insuficience. V nasi dalsi klinické studii jsme spolu s autologni transplan-
taci PBPC pouzili klécbé kombinaci G-CSF a EPO. Vysledky této studie byly

prezentovany v roce 1999 a publikovany v ¢asopise Neoplasma:



The increase of the rate of hemopoietic recovery and clinical benefit of the erythropoietin
(EPO) and granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) with peripheral blood progenitor
cells (PBPC) after intensive cyclic chemotherapy in high-risk breast cancer patiens.

S. Filip, J. Vanasek, M. Blaha, P. Méficka, J. Vavrova, K. Podzimek

Neoplasma, 1999, 46 (3): 166-172.

U 11 nemocnych Zen s vysoce rizikovym karcinomem prsu jsme v obdobi pancyto-
penie po autologni transplantaci PBPC podavali kombinaci hemopoetickych rustovych
faktorll G-CSF a EPO. Podavani G-CSF jsme zahajovali vzdy pfi poklesu leukocytu pod
1x10%1 v davce 5 pg/kg/den s.c. az do doby, kdy doslo k vzestupu leukocytti v periferni
krvi nad 5x10%1. Podavani EPO bylo zahajeno vzdy pfi poklesu Hb pod 100 g/l a zarovef
pfi vylou€eni jiné pficiny anemie v davce 250 Ul/kg/den s.c. aZz do doby vzestupu Hb nad
130 g/l. Vzestup leukocytt byl pozorovan v obdobi od 5. do 10. dne aplikace kombinace
rastovych faktord. Zvyseny pocdet bunék CD34" v periferni krvi nepfedchazel zvysenému
poCtu leukocytl, byl sou€asny a trval az do 10. dne. Obdobny vysledek jsme pozorovali
také pfi hodnoceni kultivaci progenitorovych bunék CFU-GM z periferni krve. PFi sledo-
vani hodnot trombocyti jsme u zen s karcinomem prsu zaznamenali normalizaci jejich
poCtu kolem 20. dne. U vS8ech nemocnych jsme pfi sledovani hodnot hemoglobinu
a erytrocytu, pozorovali vzestup jiz 10. den a postupnou normalizaci hodnot hemoglobinu
a erytrocytll 15. az 30. den. Vysledky sledovani hladiny EPO v séru plné koreluji s jeho
aplikaci u vdech nemocnych. Po vysazeni EPO do$lo k normalizaci hladiny erytropoetinu
v séru 30. den od zahajeni |é8by. Zadny z pacientt pfed podanim EPO nemél zvy$enou,
nebo naopak snizenou hladinu erytropoetinu v séru. Uvedené vysledky dokumentovaly,
Ze hlavnim obdobim reparace krvetvorby je 7. az 10. den. V tomto obdobi dochazi jak
ke vzestupu leukocytll, tak CD34" bunék, hladina erytropoetinu v séru je také zvysena,
i kdyz je to dané pravdépodobné intenzitou podavani EPO. Publikovana prace byla
dilezitym meznikem a ukazala na nasSi metodickou pfipravenost pro zvladnuti
intenzivnich lé€ebnych postupt pro ambulantni Ié¢bu u nemocnych se solidnimi nadory.

Pocatkem roku 1999 jsme v nasi laboratofi pfipravili nékolik experimentu, které
vychazely z metodiky ex vivo expanze hematopoetickych bunék. Ugelem téchto
experimentld bylo najit vhodnou kombinaci cytokinl k expanzi kmenovych bunék ex vivo.
V tomto obdobi bylo jiz znamo, Ze cytokiny musi jednak stimulovat vlastni obnovu
kmenovych bunék, a dale stimulovat proliferaci téchto bunék Zadanym smérem. Nékteré

vysledky ukazovaly, Ze nékteré cytokiny jsou nepostradatelné pfi expanzi kmenovych
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bunék, takovymito cytokiny byly IL-3 a SCF [8]. Pouziti samotného SCF mélo jen velmi
malou stimulaéni aktivitu. Tento rastovy faktor je v8ak vyznamny pro svuj synergicky efekt
pFi pouziti s dalSimi cytokiny, pfedevsim s IL-3. Pravé vybér vhodné kombinace cytokinu
je dulezity k tomu, zda dojde k expanzi primitivnich bunék &i k proliferaci bunék jiz
zadanych urcitym smérem. Brugger a spol. popsali, ze kombinace SCF, IL-1, IL-3, IL-6
a EPO je optimalni jak pro expanzi celkového mnozstvi jadernych bunék, tak pro expanzi
klonogennich progenitor [9]. Lemoli a spol. prokazali, ze IL-11 iniciuje proliferaci velmi
primitivnich hematopoetickych progenitori a potencuje akti-vitu SCF a IL-3 [26]. Gross
a spol. pouzili k expanzi CD34" bunék kombinaci SCF+IL-3+GM-CSF+Epo. Po 3estidenni
expanzi identifikovali populaci bunék CD34*/CD71"°¥/CD38 s dlouhodobym repopulacnim
potencidlem a dale vzestup bunék zadanych erytroidnim smérem (CD71"9") a bunék
zadanych do myeloidni diferenciace (CD33") [20]. Traycoff a spol. prokazali, ze pokles
v hematopoetickém potencialu, v pfipadé kultivace CD34 bunék in vitro, je spojeny
s jejich proliferacni historii. CD34, které se v kultufe délily 4krat, mély podstatné mensi
schopnost obnovit krvetvorbu ozafenych NON/SCID mysi nez CD34 buriky v G, fazi,
které jeSté nebyly expandovany. V pfipadé, ze kmenova bunka projde pouze jednim
délenim, jeji potencial dlouhodobé obnovit krvetvorbu se nelisi, pfipadné je lepSi nez
u CD34 v G, fazi. Prokazali dale, ze po Ctyfech délenich se zvySuje procento bunék
podléhajicich apoptdéze [42]. Hlavnim cilem ex vivo expanze pfi 1éEbé poskozené
krvetvorby je produkovat ex vivo primitivni hematopoetické prekurzory se stejnou
schopnosti, jako maji Cerstvé izolované buriky a také buriky diferencujici se na neutrofilni
granulocyty. Zda se vSak, Ze buriky proliferujici v kultufe pod vlivem cytokini se €asto
spiSe diferencuji a maji deficit ve své primitivni hematopoetické funkci. Ukazuje se,
Ze existuje kriticky pocCet déleni primitivni kmenové burnky. Je tfeba si uvédomit,
ze prolifera¢ni potencial primitivnich bunék je kone¢ny a je limitujicim faktorem pfi nasi
snaze manipulovat s témito bunkami in vitro [44].

V nasich experimentech jsme k expanzi AC133 bunék pouzili cytokiny SCF, IL-3,
IL-11 a jejich kombinace SCF+IL-3,SCF+IL-11, SCF+IL-3+IL-11. Prezentované vysledky
byly zakladem pro vypracovani metodiky ex vivo expanze hematologickych bunék pro
klinické vyuZziti u nemocnych léCenych chemoterapii. Tato prace byla publikovana v roce

2000 v Casopise Neoplasma:
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Myeloid differentiation and maturation of SCF+IL-3+IL-11 expanded C133*/CD34" cells
selected from high-risk breast cancer patiens.

S. Filip, J. Vavrova, D. Vokurkova, M. Blaha, J. Vanasek

Neoplasma, 2000, 47 (2): 73-80.

AC133" buriky byly expandovany ex vivo. Jako kontrola bylo pouZito kultivaéni
médium, které jsme standardné pouzivali v ramci rutinniho vySetfeni CFU-GM a BFU-E.
Pro ex vivo expanzi byl pouzit panel cytokini a jejich kombinace (SCF, SCF+IL-3,
SCF+IL-11 a SCF+IL-3+IL-11). Po 14denni kultivaci byl spocitan pocet kolonii CFU-GM
a BFU-E. V kultivaénim médiu (kontrola) byl poget CFU-GM/10* MNC 480,1 (175-710)
a BFU-E/10* MNC 274,2 (10-998). Po sedmidenni expanzi s kombinaci SCF+IL-3 stoupl
potet CFU-GM/10* MNC 614,2 (257-1040), ale poklesl poget BFU-E/10* MNC 74,9
(60-218). Podobné& pfi kombinaci SCF+IL-11 stoupl po&et CFU-GM/10* MNC 1393
(310-2640) a poklesl poget BFU-E/10* MNC 123,3 (570-6042) a také pfi kombinaci
SCF+IL-3+IL11 byl zaznamenan vzestup CFU-GM/10* MNC 1120 (670-1570) a pokles
BFU-E/10* MNC 73,9 (40-175) ve srovnani s kontrolou. P¥i hodnoceni poétu AC 133"
bunék bylo zjisténo, Ze dosaZzena ex vivo expanze u kombinace SCF+IL-3+IL-11 byla az
19,4 nasobna. Z vysledkl je zfejmé, Ze nami pouzité kombinace stimulovaly prfedevSim
diferenciaci kmenovych bunék smérem do granulocytarni fady. Vypracovanim metodiky
ex vivo expanze jsme vytvorili jako prvni v nasi republice metodiku pro klinické vyuziti
takto upravenych koncentratl hematopoetickych bunék, ziskanych z periferni krve
u onkologicky nemocnych IéCenych myeloablativni chemoterapii. Tato metoda umozno-
vala pfipravit koncentraty bunék pro autologni transplantaci ,na miru“, napf. autologni
transplantaci bunék s potencialem diferenciace do granulocytarni nebo trombocytarni
fady. | pfes tyto uspéchy jsme tuto metodu jiz dale nerozvijeli a pro klinickou aplikaci jsme
vypracovali dalSi metodu aplikace autologni piné krve obohacené o PBPC, ktera byla

uplatnéna v ambulantnim systému Ié€by onkologickych pacientu.
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Komentar k souboru praci k tématu autologni transplantace PBPC a pIné krve
obohacené o PBPC

Autologni transplantace perifernich kmenovych bunék (peripheral blood stem cells
— PBSC), nebo pfesnéji perifernich progenitorovych bunék (peripheral blood progenitor
cells — PBPC), byly v obdobi od poloviny devadesatych let minulého stoleti stale Castéji
pouzivany v lé€bé hematologickych a nehematologickych malignit, i autoimunnich
nemoci. Souhrn aktivit alogenni a autologni transplantace v Evropé od roku 1996
az 1998 shrnul ve svém cClanku Grathwol a spol. vroce 1998. V publikované sestavé
hodnocenych pracovist bylo také zafazeno naSe pracovisté s poCtem 37 autolognich
transplantaci u nemocnych se solidnimi nadory [19].

Pro metodiku autologni transplantace PBPC bylo potfeba vyfesit nékolik probléma.
Prvnim problémem bylo stanoveni minimalniho po¢tu kmenovych bunék, které musi byt
nutné prevedeny, aby byla zaruCena kvalitni a rychla obnova krvetvorby. VétSina
pracovist se snazila, aby pocet transplantovanych CD34" bunék nebyl niz$i nez 1x106/kg
hmotnosti nemocného, optimalni pocet je 5x10%kg [27]. Dal$im problémem byl odhad
vhodného udobi ,timing“ pro odbér PBPC.

Zde pfipomenu nékteré dulezité prace, které byly také zakladem pro naSe klinické
aplikace. Arena a spol. v roce 1998 publikovali vysledky celkem 223 leukaferéz, kdy
vySetfovali potet MNC, CD34" bunék a potet CFU-GM tésné pfed sbérem a den pred
sbérem. Linearni regresni analyzou dokazali, Ze pravé CD34" stanovené v periferni krvi
t&sné pfed prvni aferézou jsou relevantni mnozstvi CD34" v sebraném transplantatu [4].
Hlavni podil na expresi CD34 maiji heterogenni populace bunék zadanych pro granulo-
cytarni a monocytarni fadu [15]. Dercksen a spol. v roce 1995 popsali vhodnéjsi ukazatel
zalozeny na panelu exprese CD34'/CD41" [13]. Feng a spol. roku 1998 prokazali
vyznamnou korelaci mezi poétem CD34%/CD41a" v separovanych a zamrazenych PBPC
a ,recovery” jak granulocytu, tak trombocytl po transplantaci. Stanovili také korelaci mezi
poétem CFU-Meg, CD34"/CD41a" v infundovanych PBPC a rychlosti obnovy trombocyt(.
Ukazalo se, Ze pro rychlou obnovu trombocytt je treba 1x10°/kg CD34/CD41a* [15].
Millar a spol. v roce 1998 podali diikaz, Zze dlouhodoba obnova trombocytu je vice zavisla
na podtu CD34*/CD33", neZ na celkovém podtu CD34" bunék. 1,4x10° (CD34*/CD33)/kg

bylo nutné pro rychlou obnovu trombocytl po transplantaci [28].
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Hledani novych moznosti korelace ziskanych a transplantovanych kmenovych
bunék a rychlosti pfihojeni Stépu vede ke snizeni rizika komplikaci, ke zvySeni efektivity
léCby a k benefitu nemocnych lé€enych HDC (vysokodavkovana chemoterapie)
s podporou PBPC. Stradani nemocnych i naklady na IéCbu se snazi autofi snizit
zvySovanim podilu ambulantni IéEby. PFfi ambulantnim podani chemoterapie s rlstovymi
faktory k mobilizaci PBPC bylo 12 - 30 % pacientu hospitalizovano v priméru 5 dni [49].
Vysledky dal$i studie ukazaly, ze u pacientd, ktefi dostavali cyklofosfamid, docetaxel
a G-CSF k mobilizaci PBPC, vyZadovalo jen 9 % hospitalizaci [50]. Vysledky téchto studii
i nasSe vysledky ukazaly, Zze podani G-CSF nebo GM-CSF k mobilizaci PBPC nevyzaduje
hospitalizaci a je obvykle metodou volby [6]. Toto zjisténi vyznamné ovlivnilo nasi dalSi
praci. Jako prvni v republice jsme vypracovali protokol IéCby intenzivni cyklické chemo-
terapie s aplikaci plné krve obohacené o PBPC, ktery bylo mozno pouzit ambulantné.
V tomto obdobi byly vypracovany postupy, které umoznily docilovat stoupajicich vytézkua
PBPC v periferni krvi nemocnych. Pouziti efektivnich mobilizacnich rezimd — kombinace
chemoterapie a rastovych faktorl a cytokind umozfiovalo zvysit pocet cirkulujicich
progenitorovych bunék az 100nasobné [27]. DalSim dullezitym aspektem je snaha
o redukci transfundovaného objemu a tim také snizeni mnozstvi podaného kryoprotektiva
- DMSO (dimethylsulfoxid) i hemolyzovanych erytrocytd. Tyto snahy vedly k mySlence
pouzit v ramci podplrné lécby pouhou plnou krev obohacenou o PBPC.

Prvni zkuSenosti s pouzitim plné krve popsal Molineux a spol. v roce 1990, kdyz
letalné ozafrenym mysSim aplikovali 3 ml krve (1,5nasobek normalniho krevniho objemu).
Pfed odbérem byly mysi |éCeny G-CSF v malé davce — coz vedlo k mobilizaci PBPC [29].
Ossenkoppele a spol. ovéfovali u 6 nemocnych s mnoho€etnym myelomem hypotézu,
zdali je mozno nahradit PBPC (které byly separované a kryokonzervované€) plnou krvi
(odebranou venesekci) po lé¢bé& vysokodavkovanym melphalanem (140 mg/m?).
Pfi porovnavani studované skupiny a kontrolni skupiny (20 nemocnych), kterym nebyly
podany PBPC, byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v obnové krvetvorby. Podle
autoru se uvedena technika jevi jako snadna, efektivni pro obnovu krvetvorby po vysoko-
davkované chemoterapii [30]. Pettengellova a spol. roku 1995 popsali pouziti separo-
vanych PBPC a pIné krve jako podpurné IéCby u 25 nemocnych s malobunéCnym
karcinomem plic v ramci intenzivni cyklické chemoterapie. Nemocni byli lé€eni kombinaci
ICE (ifosfamid, karboplatina, etoposid) a G-CSF (300 pg/kg/den s.c. ve 4. — 15. den).

Podle hodnoceni autort se chemoterapie ICE jevila co do mobilizace PBPC jako efektivni
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(az 120nasobny vzestup GM-CSF). Pfi hodnoceni obnovy krvetvorby bylo prokazano,
Ze je pro podpurnou lé¢bu mozno pouzit jak separované PBPC, tak plnou krev
obohacenou o PBPC [32,33]. Drager a spol. roku 1998 popsali svoje zkuSenosti
s moznosti aplikace plné krve, obohacené o PBPC u 30 nemocnych s mnoho-Cetnym
myelomem a u 25 nemocnych slymfomem. Dosazené vysledky byly srovnavany
s historickou kontrolni skupinou. Bylo prokazano vyznamné sniZeni doby neutropenie,
trombocytopenie a doby hospitalizace [14]. Podle Pettengellové a spol. byla prokazana
stejna efektivita postupu s pouZzitim kryokonzervovanych PBPC versus plna krev
obohacena o PBPC [1,14]. Oproti tomu popisuje De Wit a spol. vroce 1998, ze pfi
srovnani podpory krvetvorby pomoci piné krve nebo G-CSF nebyl nalezen vyznamny
rozdil [12].

Nase prvni zkuSenosti s pouzitim intenzivni cyklické chemoterapie s podporou
separovanymi PBPC a plnou krvi obohacenou o PBPC se datuji od roku 1994. V obdobi
let 1994 az 2000 jsme jako prvni v republice zavedli tuto metodu v 1é€bé nemocnych
s vysoce rizikovym karcinomem prsu, obdobné jsme IéCili nemocné s dalSimi nadorovymi
onemocnénimi, jako malobunéénym karcinomem plic, karcinomem varlat a karcinomem
ledviny. NejvétSim souborem byly nemocné Zeny s pokroCilym karcinomem prsu, kde
jsme jako prvni v republice také vytvorili IéCebny protokol s vyuZzitim aplikace pIné krve
obohacené o PBPC, ktera byla transfundovana nemocnym po cyklické intenzivni
chemoterapii. Vysledky nasi prace byly publikovany v ¢asopise Journal of Hematotherapy

and Stem Cells Research v roce 2000:

Application of whole blood and peripheral blood progenitor cells (PBPC) and new
strategies for rescue after intensive cyclic chemotherapy in high-risk breast cancer
S. Filip, M. Blaha, K. Odrazka, P. Mé&fi¢ka, J. Vavrova

J. Hematotherapy & Stem Cell Research, 2000, 9 (1): 31-38.

Lécba pacientek s vysoce rizikovym karcinomem prsu s vyuzitim plné krve
obohacené o PBPC byla provadéna podle protokolu EC (epirubicin 150 mg/m2
a cyklofosfamid 1250 mg/m?, oboji 1. den, ve 14-dennich intervalech). Prvni cyklus
intenzivni cyklické chemoterapie byl mobilizacni, s pouzitim G-CSF v davce 5 ug/kg/den,
podavani bylo zahajeno vzdy 7. den po aplikaci chemoterapie bez vztahu ke krevnimu
obrazu. Odbér PBPC leukaferézou byl provadén 11. az 13. den. PIna krev byla odebrana

14. den po chemoterapii. Jako podpurna |éEba byla pouzita kombinace plné krve
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obohacené o PBPC a kryokonzervované PBPC (back-up). PIna krev byla podavana
po 2. - 5. cyklu, po 6. cyklu byly podavany kryokonzervované PBPC. V naSich klinickych
postupech jsme zjistili, Ze uvedena metoda ma nékteré problémy, a to pfedevsSim v tom,
ze plna krev ma mensi vytézky CFU-GM a CD34" bunék. Daldim problémem byla vétsi
moznost kontaminace nadorovymi burikami a s tim spojena otazka cisténi ,purgingu®.
V prvnim pfipadé jsme neprokazali statisticky vyznamné rozdily v reparaci krvetvorby pfi
porovnani PBPC a pIné krve obohacené o PBPC. V druhém pfipadé se nam nepodafilo
prokazat vztah mezi existenci nadorovych bunék v transplantatu a relapsu onemocnéni.
Vyznamnymi v8ak zlstavaly nami zjisténé a ovéfené nesporné vyhody, pfedevsim
dostupnost této metody i vambulantnich podminkach, vyznamné mensi zatéz
nemocného ve srovnani s odbérem PBPC pomoci leukaferézy. Nemocny neni zatézovan
kryoprotektivnimi latkami, které jsou ve vysSich koncentracich toxické a ani hemolyzo-
vanymi erytrocyty, jak tomu bylo v pfipadé podani kryokoncentratl. Tento soubor byl
soucasti pravidelnych prezentaci skupiny EBMT [19] na evropské urovni vramci
pfednasek a posléze publikaci v odbornych zahraniénich €asopisech. Nase pracovni
skupina se vyznamné podilela na spolupraci v ramci EBMT ,solid tumor group®. Touto
metodou jsme I€Cili celkem 97 pacientek, z toho 56 pacientek s lokalné pokroc€ilym nebo
metastazujicim karcinomem prsu. Soubor byl nejvétSi skupinou nemocnych léCenych
vySe uvedenou metodou v nasi republice, ktery byl prezentovan. Vysledky 10-ti letého

preziti byly prezentovany a publikovany nejen u nas, ale i v zahranici [10].
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Komentar k souboru praci na téma plasticita kmenovych bunék

Vychodiskem pro naSe experimentalni prace ve sméru studia plasticity
hematopoetickych a neuralnich kmenovych bunék byla prace Bjornsona a spol., ktefi
oznamili, Zze kultivované myS$i neuralni kmenové bunky jsou schopny po transplantaci
ozarenym mySim produkovat rizné typy krevnich bunék [7]. Provedli experiment, jehoz
cilem bylo stanovit, zda se kmenové burnky omezuji na tvorbu specifickych typu bunék
podle tkani, v nichz sidli. Zjistili, Ze po transplantaci ozafenym hostitelim geneticky
oznacené neuralni kmenové bunky produkovaly rlzné typy krevnich bunék, vcetné
myeloidnich a lymfoidnich, pravé tak jako nezralé hematopoetické buriky. To znamenalo,
Ze neuralni kmenové buriky maji SirSi diferenciacni potencial, nez se pavodné ocekavalo.
Experimentalni praci na poli plasticity kmenovych bunék jsme zahdjili koncem roku 2001.
Vyuzili jsme naSe bohaté zkuSenosti jak s hematopoetickymi kmenovymi burfikami, tak
noveé s neuralnimi kmenovymi burikami. Nase prvni prace v tomto sméru vznikla také na
zakladé spoluprace s Methodist Research Institute (Methodist Hospital of Indiana,
Indianapolis, USA). Experimenty nasi skupiny byly prvnimi tohoto druhu v nasi republice
a metodicky znamenaly novy pohled na objasfovani procesu, tykajicich se plasticity
kmenovych bunék. Vysledky nasi prace byly prezentovany v roce 2004 v Casopise Stem

Cells and Development v roce 2004:

Local environmental factors determine hematopoietic differentiation of neural stem cells.
S. Filip, J. Mokry, J. Karbanova, J. Vavrova, D. English
Stem Cells and Development, 2004, 13 (1): 113-120.

Cilem naseho experimentu bylo sledovat, jaky podil na reparaci krvetvorby mohou
mit transplantované NSCs a jaka je distribuce transplantovanych bunék u nesplenekto-
movanych a splenektomovanych subletalné celotélové ozarenych mysi. Transplantace
bunék kostni dfené podle oCekavani priznivé ovlivnila hematopoézu a urychlila reparaci
kostni dfené. Jiz 12. den a 30. den po transplantaci bunék kostni difené doslo
k normalizaci hematopoézy u subletalné celotélové ozafenych mysSi. Transplantace
neuralnich kmenovych bunék neméla vyznamny vliv na reparaci kostni dfené 12. ani 30.
den po subletalnim ozareni, coz také potvrdilo to, Ze v kostni dfeni nebyly nalezeny X-Gal

pozitivni kolonie CFU-GM. Pfi srovnani kontrolni skupiny mySi, které byly ozareny
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subletalni davkou oproti kontrolni skuping, u které byla provedena splenektomie, a také
jim nebyly transplantovany buriky, jsme zjistili, ze splenektomie nevedla k vyznamnému
zvySeni po¢tu CFU-GM v kostni dfeni, a Ze tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.
Dulezitym zjisténim ale je, ze NSCs po transplantaci kolonizuji pfedev§im slezinu, kde
se uplatiiuji na extramedularni hematopoéze. Pfi splenektomii dochazi k vyznamnému
snizeni podilu extramedularni hematopoézy na reparaci kostni dfené. Nasledné dochazi
ke kolonizaci kostni diené NSCs. Tyto buriky byly také prokazany v koloniich CFU-GM
z kostni dfené, kde X-GAL" buriky byly nalezeny ve vice nez 50%. Zjistili jsme, Ze
transplantace NSCs ma vliv pfedevS§im na extramedularni hematopoézu. Dale jsme
zjistili, ze po splenektomii dochazi ke kolonizaci kostni dfené NSCs. Plasticita NSCs
je pfimo zavisla na extramedularnim mikroprostfedi. Z toho plyne, Zze kostni dfefi nemusi
byt cilovym organem pro diferenciaci NSCs v hemopoetické bunky. Extramedularni he-
mopoeticky systém predstavuje pro NSCs vhodné prostiedi pro rozvinuti jejich plasticity.
Nas experiment vSak nespliioval velice pfisné pozadavky urcené Andersonem,
Gagem a Weissmanem. Navic k dalSi opatrnosti v experimentech nas vedly nékteré
populace neuralnich kmenovych bunék odvozenych z jediné kmenové bunky, ale
nepodafilo se mu generovat zZadné krevni bunky [11,43]. Jini autofi, napf. studie
Clarkové, Friséna a jejich kolegll, podporovali mysSlenku, ze neuralni kmenové burnky maji
Siroky potencial. Ale i toto se setkalo se skepsi. Tym védcu purifikoval neuralni kmenové
buniky v kultufe, umoznil jim vyrlst do mnohobunécénych shlukd, tzv. neurosfér, a vlozil je
do blastocysty vyvijejiciho se mySiho embrya. Tyto buriky pfispély k vyvoji vSech tfi
zarodeCnych vrstev zvifete. [17]. Ackoliv Frisén pfipoustél, Ze nékteré ze zfejmé
reprogramovanych bunék mohly fuzovat, véfi, Ze k fuzi dochazi vzacné. Proto tento
mechanismus nemUiZe byt zodpovédny za tak Sirokou distribuci lacZ" bunék pozorovanou
ve vétsiné chimérickych embryi [48]. Podle nazoru mnoha védcu, publikovaného studii,
ktera nejblize ukazuje skutenou plasticitu, je studie skupiny vedené Lagassem. Védci
purifikovali hematopoetické kmenové burky mySich samcd podle 13 bunéénych
povrchovych markerd. Po injekci bunék do cirkulace ozafenych mySich samic
s genetickou poruchou jater vedl transplantat nejen kreparaci krevniho systému
u 4 z 9 mysi, ale rovnéz IéCebné upravil jejich defekt jater. Kdyz védci tyto mysi utratili
o 7 mésicl pozdgiji, tfetina az polovina jejich jaterni tkané byla odvozena z darcovskych

bunék [22]. Zde je dllezité pfipomenout skuteCnost, Ze plasticita kmenovych bunék

18



se projevuje i v nékterych formach mikrochimérismu. K mikrochimérismu dochazi fyziolo-
gicky béhem téhotenstvi pfi prestupu fetalnich bunék do matciny cirkulace. Kmenové
bunky fétu, které obejdou placentarni bariéru, mohou kolonizovat tkdné matky postizené
chorobnym procesem, napf. pfi infekEnim nebo endokrinnim onemocnéni. Tyto nezralé
buriky jsou schopny perzistovat v matefskych tkanich léta i desetileti [23]. Pfipad, kdy
mikrochimérismus pfispél k regeneraci tkani, popisuje i Alison a spol. U Zen s chronickym
poskozenim jater, které obdrzely krevni transfuzi od muzského darce, bylo mozné v jater-
nim parenchymu identifikovat buriky, které svou morfologii byly identické se zralymi
hepatocyty, vyjadiovaly jaterni specificky marker cytokeratin 8 a jejich jadro obsahovalo
Y chromosom [2]. Otazkou nadale zustava prikaz, zda napf. mohou transplantované
bunky plné fungovat v novych rolich, které pfijaly, a tim zachranit poSkozenou tkarn nebo
organismus. | pres tyto Uspéchy ale nemuzeme jisté dokazat plasticitu kmenovych bunék.
Stale nevime, jak vypada multipotentni — zakladajici burika. Zde musime pfipustit az filo-
zofickou otazku: Ize za souasného stavu poznani postihnout tuto bunku? Je zpUsob,
kterym se o to snazime, skuteCné spravny? Je vlbec otazka kmenové buriky spravné
definovana? Pfipoustime, Ze diskuse na toto téma by nas zavedla nad ramec tohoto
sdéleni. Ale tyto a dalSi uvahy nas vedly k rozSifeni naSich experimentl o sledovani
kinetiky transplantovanych NSCs v organismu pfijemce. DalSi naSe prace vznikla také
ve spolupraci s Methodist Research Institute (Methodist Hospital of Indiana, Indianapolis,
USA). Nasledné odchodem naseho spolupracovnika prof. Denise Englishe do Center
of Excellence for Aging and Brain Repair (University of South Florida College of Medicine,
Tampa, USA), byla spoluprace rozSifena, a to predevSim v in vivo experimentech.
Experimenty nasi skupiny souvisejici se sledovanim kinetiky transplantovanych bunék
byly logickym pokraovanim a snahou prokazat plasticitu transplantovanych bunék
a urcit nékteré prediktivni faktory pro plasticitu transplantovanych bunék. Vysledky nasi

prace byly prezentovany v roce 2005 v ¢asopise Transfusion and Apheresis Science:

The transplantation of neural stem cells and predictive factors in hematopoietic recovery
in irradiated mice.

S. Filip, J. Mokry, J. Karbanova, J. Vavrova, D. Vokurkova, M. Blaha, D. English
Transfusion and Apheresis Science, 2005, 32 (2):157-166.

Cilem dalSiho experimentu, ktery vyznamné ovlivnil naSi praci na téma plasticity

kmenovych bunék, bylo sledovat kinetiku transplantovanych NSCs u subletalné
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celotélové ozarenych mysi. V prezentovanych experimentech jsme se snazili zopakovat
vysledky pokusu prokazujiciho pfispévek NSCs v obnové krvetvorby. Pokusili jsme se
splnit dalsi z podminek pro didkaz plasticity NSCs v hematopoetickych i nehemato-
poetickych tkanich. Histochemicka analyza transplantovanych lacZ® bunék byla prova-
déna 12. a 30. den po transplantaci v nehematopoetickych tkanich (plice, jatra, slezina,
thymus a kosterni sval). Statisticky vyznamny vzestup poctu transplantovanych bunék byl
zaznamenan ve sleziné a thymu. Tento vysledek podporoval nasi puvodni uvahu o tom,
Ze NSCs maji uzky vztah k lymfopoéze. Pfi analyze povrchového znaku Sca-1 na buni-
kach kostni dfené a NSCs po transplantaci bylo zjisténo, Zze NSCs maji hematopoetickou
identitu a mohou se uplathovat pfi obnové krvetvorby, i kdyZ nemaji typické povrchové
znaky HSCs. Tento rozdil ale vyvolal dalSi otazky, které souviseji s hematopoetickou
identitou transplantovanych bunék. Pro priikaz plasticity NSCs by nalez znaku typickych
pro HSCs byl dulezity a mél by prediktivni hodnotu. Tyto a dal$i nase experimenty jenom
potvrzuji opatrnost v prezentaci vysledku prace s kmenovymi burikami. Vzhledem k vySe
uvedenym vysledkdm bylo nutné opakovat a znovu se zaméfit v prvni fadé na kinetiku
a "homing" transplantovanych bunék v tkanich pfijemcl a jejich identifikaci a funkéni
analyzu. Pro dalSi praci jsme misto NSCs pouzili HSCs, a to pfedevsim proto, ze s timto
modelem byly naSe zkuSenosti vétSi. Zaméfili jsme se na popis reparace krvetvorby
a in vivo homing transplantovanych linCD117" (obsahujici lacZ gen) bunék z kostni
diené po celotélovém letalnim ozafeni mysi davkou LD 9Gy v hematopoetickych
a nehematopoetickych tkanich. Interval analyzy byl volen tak, aby postihl obdobi monito-
rujici reparaci, kterou pozorujeme u hematopoetického systému (8., 12. a 30. den
po transplantaci). Analyza CD117" bunék byla provedena v kostni dfeni, slezing, thymu
a periferni krvi. Transplantované buriky, obsahuijici lacZ gen, byly analyzovany histoche-
micky ve slezing, thymu, jatrech, zaludku, stfevé a stehenni kosti. V nasSich experimen-
tech bylo prokazano, Ze transplantaci separovanych bunék dosahneme reparaci
hematopoézy. Rozdily v po¢tu CFU-GM v kostni dfeni (p < 0,001) a sleziné (p = 0,0031)
byly statisticky vyznamné, ale nemély vliv na preziti letalné celotélové ozarenych mysi.
Dale se ukazalo, ze v procesu in vivo homingu nejsou aktivovany vyluéné jenom
hematopoetické tkané, zde také s velkou pravdépodobnosti nastupuji jiné mechanizmy
reparace, jako napf. extramedularni hematopoéza a kolonizace nehematopoetickych
tkani, napf. LPM tenkého stfeva [16].
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Komentar k souboru praci na téma nadorové kmenové bunky

NasSe dalSi teoreticka a experimentalni prace v oblasti nadorovych kmenovych
bunék vychazela z diskuze, ktera se tyka "rozporu" ve schopnosti zralych kmenovych
bunék generovat pouze jeden typ diferencovanych bunéCnych fenotypl, a také
schopnosti nékterych jinych populaci kmenovych bunék mit SirSi fenotypovy potencial,
nez maji typy bunék v jejich rezidenéni tkani [24,34,45]. Z toho dale plyne jedna
z hlavnich otazek souvisejicich s pochopenim homeostazy tkani a organizmu jako celku
- je to vztah plasticity a diverzity kmenovych bunék. Muzeme tyto dva fenomény oddélit?
Je diverzita kmenovych bunék jenom funkénim vyjadfenim jejich plasticity? K tomu,
abychom se pfibliZili Kk mozné odpovédi na uvedené otazky, pfipomeneme, ze tradiCni
model fenotypové diverzifikace bunék je zaloZzen na pfisné hierarchii podskupin
kmenovych bunék s individualnimi bunécnymi liniemi vznikajicimi cestami progresivni
a jednosmérné diferenciace [3,25]. Podle tohoto nazoru kmenové bunky podstupuji sérii
na sebe navazujicich krokl, které se nezvratné generuji v sekvenci pluripo-tentni,
multipotentni, bipotentni, unipotentni a v diferencované potomstvo. Toto pfedpokladané
tfidéni kmenovych bunék se zaklada na vife, Ze kmenové bunky v dospélych tkanich jsou
ve své kapacité omezeny tak, aby produkovaly pouze fenotypy diferencovanych bunék
reziden¢ni tkané. Dukaz naznaduijici, ze tkanové odvozené kmenové bunky mohou mit
SirSi potencial, nez jak se predpokladalo, zpochybnuje tuto zakladni premisu [35].
Akceptovani plasticity kmenovych bunék vede ke zméné standardniho nazoru
na diverzifikaci buné€nych fenotypu, a proto neprekvapilo, Zze nové poznatky se setkaly
se zdravou davkou skepticismu [18,306].

Podle naSich pfedstav mizZe komplementarni vztah plasticity a diverzity uzce
souviset s moznosti vznikl nadord. Proto zde velice struéné pFedstavime soucasny
pohled na jednu z moznosti vzniku nador(, kde tyto dva fenomény sehravaji vyznamnou
ulohu. Podstatou celého problému je proces reparace tkani. Pfi poskozeni tkané dochazi
k poklesu poctu diferencovanych bunék. To v dusledku plsobeni signalnich cest vede
k aktivaci kmenovych bunék a niché. Posléze mlze dojit k reparaci poSkozené tkane.
Jina situace ale vznikne tehdy, kdyz dochazi k chronickému poskozovani tkané a tedy
k opakované aktivaci kmenovych bunék. Zde mlze dojit za urcitych podminek ke vzniku

nadoru [5]. Musime pfipomenout, Ze dulezitym jevem, ktery se tady uplatfuje, je plasticita
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kmenovych bunék. NaSe =zakladni prfedstava vychazi z predpokladu, Ze plasticita
je vlastnost nejenom kmenovych, ale také nadorovych kmenovych bunék. Obecné plati,
Ze mira plasticity klesa se stupném diferenciace bunék. Jak ale ukazuji soucCasné
experimenty, asi nebude Uplné nulova a nebude tedy platit, Ze vysoce diferencované
buriky nebudou mit schopnost plasticity. Jejich plasticita bude mala, ale tento fenomén
uplné nevymizi. Obecné feCeno, pfi poklesu poCtu kmenovych bunék se sniZuje
schopnost jejich plasticity, tj. populace je malo "plasticka", ale vzhledem k tomu,
Ze plasticita je obecné platny fenomén jak pro normaini, tak nadorové kmenové buriky,
dochazi k narustu populace nadorovych kmenovych bunék, a tehdy se tato jejich
plasticita zvySuje. Myslime si, Zze by to znamenalo, Ze za urCitych okolnosti se mohou
nadorové kmenové buriky ucastnit regenerace, a to bez toho, Ze by daly vznik nadoru.
Nabizi se nam pfedpoklad, Ze nadorové kmenové a progenitorové buriky pravdépodobné
v ur€itém obdobi mizeme reprogramovat a timto dat podnét pro vznik normaini tkané.

VySe uvedené teoretické uvahy vedly k vypracovani modelu karcinogeneze,
zaloZeného na vztahu kmenovych bunék, jejich plasticity a diverzity. PfedloZzena prace
vznikla v ramci spoluprace s odborniky z University of South Florida College of Medicine
(Tampa, FL, USA) a byla publikovana v €asopise Stem Cells and Development v roce
2008:

Stem cells and the phenomena of plasticity and diversity; a limiting property
of carcinogenesis

S. Filip, J. Mokry, J. Horacek, D. English

Stem Cells and Development, 2008, 17 (6): 1031-1038.

NaSe prace se pokousSi podat prehled nékterych dullezitych otazek a nazorl
tykajicich se jak plasticity, tak diverzity kmenovych bunék. Zakladni myslenkou je popis
komplementarniho vztahu mezi plasticitou a diverzitou kmenovych bunék a nadorovych
kmenovych bunék. Pro popis tohoto problému jsme si vybrali teoreticky model procesu
spojenych s regeneraci tkani. Na tomto modelu se snazime dokladovat vztah mezi
plasticitou a diverzitou kmenovych bunék, poukazat na nékteré teoretické moznosti
vzniku nadord a moznosti reprogramovani nadorovych bunék. Vzhledem ktomu,
Ze v naSich uvahach prfedpokladame komplementarni vztah mezi plasticitou a diverzitou
kmenovych bunék, mize vysoce plasticka populace bunék navodit urcity stupen diverzity

vSech bunék, véetné nadorovych, a mize vzniknout populace bunék s malou diverzitou
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(low diversity cells). Prfipadné nastane, ze stupen diverzity vSech bunék se zacne
zvétSovat, timto dojde ke strmému narustu plasticity nadorovych kmenovych bunék,
k poklesu plasticity dospélych kmenovych bunék a vznikne situace, kdy muaze dojit
ke vzniku nadoru. Timto stavem se navodi novy stupen diverzity vSech bunék a vznika
populace bunék s velkou diverzitou (high diversity cells). Na zakladé této uvahy
si myslime, Ze za urCitych okolnosti se mohou nadorové kmenové buriky ucastnit
regenerace, a to i bez toho, Ze by daly vznik nadoru - low diversity cells, nebo mize dojit
ke vzniku nadoru — high diversity cells. Zde se také nabizi pfedpoklad, ze nadorové
kmenové a progenitorové bunky pravdépodobné v urcitém obdobi prfechodu ze stavu
diverzity, napf. low — high — low se mohou neprogramovat, a timto dat podnét pro vznik
normailni tkané. Plasticita a diverzita kmenovych bunék zde hraje vyznamnou roli a stav
high — low — high ukazuje na jejich komplementarni vztah. Tyto dva fenomény nelze
v Case od sebe oddélit. Proto se pokusme na tuto situaci divat z pohledu biologického
principu neurcitosti — vybrat si cestu plasticity nebo diverzity, oboji ve stejném Case neni

mozné.
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Zaver disertacni prace

PfedloZena disertaCni prace se snazi pfiblizit postupny vyvoj vyzkumu a posléze
klinického vyuziti kmenovych bunék - HSCs v diagnostice a |éCbé nadorovych
onemocnéni. Dale pfinasi souCasny pohled na kmenové bunky, vznasi nékteré otazky
k této problematice a nasledné nabizi na ¢ast z nich odpovédi. Pfipomerime si ty nejda-
lezitéjSi: je mozné pfimét buriky jednoho typu tkané, aby vypadaly a chovaly se jako
buniky jiné tkané? Dochazi ktémto zménam pfirozené? A mohly by se takové
transdiferenciace pouzit v Ié€bé nékterych nemoci?

V avodni Casti disertaCni prace se snazim pfiblizit nékteré dulezité historické
aspekty vyvoje poznani kmenovych bunék a struény pohled na biologii, fyziologii a pato-
fyziologii nékterych procesu, které souvisi s kmenovymi bufkami obecné, a nasledné
predevSim s hematopoetickymi kmenovymi burfikami (HSCs). V nasledujici klinické Casti
popisuji vyvoj naSich uspésSnych, ale také neuspésSnych metodickych postupu, které byly
zakladem klinického vyuZziti HSCs. Postup autologni transplantace perifernich kmenovych
bunék (PBPC) umoznil vyuzit jak vysokodavkovanych, tak intenzivnich chemoterapeutic-
kych rezim( u nemocnych se solidnimi nadory. V té dobé se véfilo, ze pouziti téchto rezi-
mu povede k lepSim vysledkum |é€by a k prodlouzZeni Zivota nemocnych. Prvni vysledky
po sledovani tomu nasvédCovaly. AvSak pfi dalSich analyzach se ukazalo, Ze to ve vztahu
k celkovému preziti (OS) pravdépodobné nebude mit vliv a studie, které to prokazovaly,
musely byt revidovany (napf. Bezwoda a spol. 1998). DalSim stupném bylo zaclefovani
novych, velice u€innych léku, jako napf. taxanu a rastovych faktoru, pfi Ié€bé karcinomu
prsu. Pouzité IéCebné rezimy mély hematolo-gickou toxicitu, ale jiZ nebylo potfeba pouzit
autologni transplantace PBPC ke zvladani komplikaci |é¢by. Na zakladé téchto faktl
doSlo k tomu, Ze z velkého poctu indikaci u solidnich nadort byla pro pouziti vysokodav-
kovanych rezimi s PBPC postupné redukovana celé fada indikaci (napf. malobunéény
karcinom plic, karcinom ovaria, karcinom prsu a dal$i). Pfesto i po roce 2000 nékteré
skupiny nadale pouzivaji tuto metodu IéCby. V roce 2007 jsme provedli vyhodnoceni
nasich vysledku 10-ti letého sledovani nemocnych zZen s pokroCilym karcinomem prsu,
lé€enych intenzivni cyklickou chemoterapii a autologni transplantaci PBPC a plné krve
obohacené o PBPC. Zde jenom pfipomenu, Zze podobné jako cela fada dalSich autor,
ani nasSe skupina nepotvrdila statisticky vyznamny rozdil v OS. Vzhledem k zafazovani

novych léku, rastovych faktorl a dnes také biologické IéCby, naSe skupina ukongila
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u nékterych indikaci pouziti vySe uvedenych postupu. Vroce 2001 nasSe skupina
pFipravila metodiku pro vyuziti vysoko davkovanych rezimi s PBPC u nemocnych muzu
s refrakternim non-seminomem. Musim ale pfipomenout, Ze téch nékolik let experimen-
talni a klinické prace nam umoznilo vypracovat velice funk&ni modely pro experimentalni
praci, a to predevsSim: separaci perifernich kmenovych bunék, jejich fenotypizaci, ex vivo
expanzi, a to jak na in vitro, tak in vivo modelech a dalSi. Tato naSe dovednost nam
pomohla plynule pfejit na jiz dfive prfedpokladanou oblast vyzkumu, tykajici se plasticity
kmenovych bunék. Zde také byla zahajena nase spoluprace s prof. Denisem Englishem
z Methodist Research Institute (Methodist Hospital of Indiana, Indianopolis, USA), dale
s Centre of Excellence for Aging of Brain Repair (University of South Florida College
of Medicine, Tampa, USA) a nakonec s University of South Florida College of Medicine
(Tampa, USA). Pro naSi skupinu to byla vyzva a znamenala kvalitativni skok. Vznikla cela
fada velice zajimavych praci, tykajicich se jak plasticity kmenovych (NSCs a HSCs)
bunék, tak vztahu k neurogenezi, vaskulogenezi (nestin) a dalSi (viz literarni prehled praci
autora). V ramci této spoluprace se sesla svym zplsobem jedinecna skupina odborniku
zabyvajicich se uvedenou problematikou a v ramci nasi republiky jsme vytvofili nékolik
zajimavych metodik vyzkumu plasticity kmenovych bunék. Ze ziskanych vysledku
a zkudenosti se dale logicky vygenerovaly teoretické uvahy o vztahu nékterych procesu,
jako je plasticita a diverzita bunék - mysleno pfedevSim kmenovych bunék. Vzhledem
k mému zaméreni - klinicky onkolog a hematolog, byl jenom krok k tomu spojit tyto Uvahy
s nadorovymi kmenovymi bufikami. Pro tyto ucely jsme v roce 2002 v ramci FN v Hradci
Kralové zalozili nadorovou tkarfiovou banku, kde jsou kryokonzervovany nadorové tkané.
Ve spolupraci s vivariem LF UK v Hradci Kralové se nam také podafilo zvladnout chov
geneticky modifikovanych zvifat — mySi (GMO), a tim rozSifit moznosti nasi experimen-
talni prace. Vzhledem k tomu jsme rozsSifili metodické moznosti nasi laboratore, a to jak
v oblasti in vitro metodik, tak v oblasti in vivo modeld. V ramci rozvojovych projektl
a grantd a v ramci vyuky PGS studentd jsme vytvofili novou skupinu se zaméfenim
k vyzkumu a klinické aplikaci kmenovych bunék v IéEbé nadorovych onemocnéni.

V soucCasné dobé nase skupina feSi dvé vyznamné otazky. Problematiku vztahu
regenerace tkani a mikroprostiedi v fadé prvni a nasledné pfipravu klinického vyuziti
kmenovych bunék pfi tzv. ,homing transplantaci” — transplantaci dospélych kmenovych

bunék ,v ¢ase na miru”.
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