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Nézev objevu:

Rozdilny vliv poskozeni bunék ve fazi S a fazi M na proliferaci
krvetvornych kmenovych bunék

Predmét objevu:

Jev spoéivajici v tom, Ze poSkozeni pluripotentnich kmenovych bung&k
my3f ve fazi S (syntéza DNA) nebo fdzi M (mit6za) bun&fného cyklu
ovliviiuje proliferaéni aktivitu této buné&né populace tak, Ze poSkozeni
bunék ve fazi S prolifera¢ni aktivitu vzhledem k rozsahu po3kozeni celé
populace nepriméfené zvy3Suje, zatimco poSkozeni bunék ve fdzi M mé
na prolifera¢ni aktivitu mnohem mensi vliv.



Objev se dotykd problému podstaty regu-
latniho mechanismu, ktery Fidi proliferaci,
tj. intenzitu bun&fného d&leni, v populaci
krvetvernych kmenovych bunék mysi. Sou-
¢asné znalosti o této bunééné populaci, kte-
ré je prototypem kmenovych bun&&nych po-
pulaci, vedou k zavéru, Ze intenzita bun&¢né
proliferace je v této populaci bunék Fizena.
Céast bungk totiZ stdle populaci opousti pro-
cesem bunééné diferenciace a presto se v ni
udrZuje po celou délku Zivota jedince staly
pocet buné&k. Také po zevnim poSkozeni se
po urcité dobé pocet buné&k v této buné&ctné
populaci vraci na normélni hodnotu (Por-
teous, D. D. a Lajtha, L. G.: Brit. ]. Haemat.
12: 177, 1966). Biologicky mechanismus, kte-
ry i©idi proliferaci téchto bunék, se dosud
nepodarilo objasnit. Pfedpoklada se, Ze Kr-
vetvornd tkén, ve které se tyto kmenové buii-
ky nachézeji, je schopna jejich mnozZstvi (ne-
bo mnoZstvi téchto bunék nachéazejicich se
v tzv. G, stavu) zjistit a podle jejich poltu
pak zvySit nebo sniZit intenzitu jejich proli-
ferace (Lajtha, G. L. et al.: Brit. ]. Haemat.
8: 442, 1962; Lajtha, L. G.: Brit. ]. Haemat.
29: 529, 1975). Pripousti se téZ moZnost, Ze
mnozstvi bunék v jinych, buné€nou diferen-
ciaci odvozenych bunéénych populacich, by
mohlo Fidit intenzitu proliferace kmenovych
bunék, jichZ se tyka dale popsany jev (Vas-
sort, F. et al.: Blood 41: 789, 1973). V naSich
pokusech, ve kterych byla sledovédna inten-
zita proliferace krvetvornych kmenovych
bunék po poskozeni krvetvorné tké&né riz-
nymi patogennimi noxami, byla zjiS§téna roz-
dilnost v proliferaéni odpovédi téchto bu-
nék, prestoZe jejich mnoZstvi bylo srovnatel-
né a téz ostatni buné&cfné populace byly srov-
nateln& poskozeny (Necas, E. a Neuwirt, J.:
Brit. J]. Haemat. 33: 395, 1976; Necas, E. a
Neuwirt, J.: Cell Tissue Kinet. 9: 479, 1976).
Tento nélez je v rozporu s vySe uvedenymi
predstavami o zplisobu fizeni proliferace v
populaci krvetvornych kmenovych buné&k
my$i a nemiize byt jimi vysvétlen.

Podstatou objevu je jev spo€ivajici v tom,
Ze posSkozeni pluripotentnich kmenovych bu-
nék mysi ve fazi S (syntéza DNA) nebo féazi
M (mitéza) buné€ného cyklu ovliviiuje pro-
lifera¢ni aktivitu této bun&&né populace tak,
Ze poSkozeni bunék ve fazi S proliferacni
aktivitu vzhledem k rozsahu poSkozeni celé
populace nepfiméfené zvySuje, zatimco po-
Skozeni bunék ve fdzi M mé na prolifera¢ni
aktivitu mnohem mensi vliv.

Populace pluripotentnich kmenovych bu-
neék byla studovédna in vivo, technikou slezin-
nych kolonif (u my3i) (Till, J]. E. a McCul-
loch, E. A.: Radiat. Res. 14: 213, 1961). Kme-
nové builky byly sledovdny v kostni dfeni
z femuru a ve sleziné. K poSkozeni krvetvor-
né tkané byla pouZita néktera cytostatika,
vykazujici specificky ainek proti buiikdm
nachédzejicim se v urcité Casti bunéfného
cyklu. Hydroxyurea, arabinosid cytosin a me-
thotrexat poSkozuji buiilky syntetizujici DNA
ve fdzi S bun&tného cyklu, kolchicin posko-

zuje builky v mitéze (Sinclair, W. K.: Can-
cer Res. 27: 297, 1967; Bhuyan, B. K. et al.:
Cancer Res. 33: 888, 1973; Dustin, P. Jr.: V:
The Kinetics of Cellular Proliferation, Grune
& Stratton, New York, 1959).

Proliferacni aktivita byla v populaci pluri-
potentnich krvetvornych kmenovych bunék
vySetfovdna dvéma metodami. PFi jedné té-
to metod& se stanovuje velikost frakce bu-
nek ve fazi S bunééného cyklu (Becker, A. J.
et al.: Blood 26: 296, 1965; Lajtha, L. G. et al.:
Cell Tissue Kinet. 2: 39, 1969), pfi druhé
metodé se sleduje velikost celé bun&tné po-
pulace béhem jejiho neustdlého niceni lat-
kou s fazové specifickym t¢inkem (Bruce,
W. R. et al.: ]. natl. Cancer Inst. 37: 233,
1966; Blackett, N. M.: ]. natl. Cancer Inst. 41:
909, 1968).

Pokusy byly provedeny na samicich mysi-
ho kmene NMRI. K poskozeni bun&k ve fazi
S buné&tného cyklu bylo pouZito nésleduji-
cich latek v udanych ddvkéach: hydroxyurea
(Litalir, Squibb v déavce 900 mg/kg t&lesné
hmotnosti), arabinosid cytosin (Ara C) (Ale-
xan, Mack v ddvkdach 25 a 50 mg/kg tdlesné
hmotnosti) a methotrexat (MTX) (Metho-
trexate, Lederle v ddvce 5 mg/kg télesné
hmotnosti). K poSkozeni bunék ve fézi M
buné&ného cyklu byl pouZit kolchicin (Koch-
-Light Lab. v ddvce 1 mg/kg télesné hmot-
nosti). VSechny tyto latky byly aplikovéany
pokusnym zvifatiim intraperitonedln&. Mnoz-
stvi Krvetvornych kmenovych bunék bylo sta-
noveno metodou podle Tilla a McCullocha
(Till, J. E. a McCulloch, E. A.: Radiat. Res.
14: 213, 1961). Velikost frakce téchto bungk
ve fazi S bunéfného cyklu byla stanovena
podle stupné poskozeni populace studova-
nych kmenovych bunék po jedné davce hyd-
roxyurey (900 mg/kg télesné hmotnosti) po-
dané 2 hodiny pred odbérem kostni diené.
Kontrolni skupina zvifat, vic¢i které bylo
mnozstvi kmenovych bunék pleZivSich po-
déani hydroxyurey vztaZeno, byla tvofena
skupinou 4—5 mys$i, kterym byl misto hydro-
xyurey aplikovan fyziologicky roztok. Krve-
tvorna tkain pouzitd pro jednotlivd vySetre-
ni byla smési kostni di‘ené sestéavajici z kost-
ni drfené ziskané z 8—10 stehennich Kkosti
od 4—5 mys3i, které byly podrobeny stejné-
mu experimentdlnimu zésahu. V nékterych
pokusech byla pouZita suspenze slezinnych
bunék ziskand smichdnim bunék z 5 slezin
po jejich jemné homogenizaci do podoby jed-
nobunééné suspenze. Bunéfnost kostni die-
né femuru byla zjiS{ovana stanovenim poctu
bunék v jednobunétné suspenzi pomoci Biir-
kerovy komirky.

V pokusech bylo zjisténo, Ze po3kozeni
bunék ve fdzi S ma za nédsledek znatné zvy-
Seni proliferace mezi zbylymi buiikami, jak
pro to svéd¢i zvétSeni frakce bunék ve fazi
S (obr. 1; obr. 2). Také znacné zvySeni str-
mosti kiivky, kterd ukazuje pokles velikosti
celé populace pii opakujicim zni€eni bunék,
které vstoupily do féze S, hydroxyureou
(obr. 3), svéd¢i pro zvySeni proliferace. Sil-



ny stimulaéni vliv hydroxyurey na prolife-
raéni aktivitu pluripotentnich kmenovych
bun&k popsali jiz i jini autofi (Vassort et
al.: Blood 41: 789, 1973).

Rozsahem podobné poskozeni zplisobené
poskozenim buné&k vstupujicich do fédze M
[mitézy) kolchicinem, mé&lo na prolifera¢ni
aktivitu zbylych kmenovych bunék znacéné
men3{ stimula¢ni vliv. Velikost frakce bunék
ve fézi S se zvétSuje jen nepatrné (obr. 1)
a sklon kfivky ukazujici velikost celé popu-
lace pfi neustdlém nieni bunék vstupujicich
do mitézy se zvySuje znafné pomaleji nez
po poskozeni S-buné&k hydroxyureou (obr. 3).

Rozsah poskozeni populace pluripotent-
nich kmenovych bunék byl v obou pfipadech
(14tek poSkozujicich buriky ve fazi S a féazi
M) pfibliZzné stejny (Nelas, E. a Neuwirt, J.:

Cell Tissue Kinet. 9: 479, 1976). Po jedné in-
jekci  hydroxyurey se populace kmeno-
vfch bun&k zmensila nanejvyse o 10 %.
Déavka kolchicinu (1 mg/kg t&lesné hmot-
nosti) byla volena na zékladé predbéZnych
pokustt zjidtujicich uc¢inek Kkolchicinu na
krvetvornou tkén. Zvolena davka kolchicinu,
aplikovand jednordzoveé, zmenS$ila populaci
kmenovych bun&k pFibliZzng o 10—20 % (ta-
bulka 1). Jiné bunéfné populace, intenziv-
néji proliferujici, byly poSkozeny vice, jak
ukazuje pokles buné&fnosti kostni dfené,
avSak rozsah poSkozeni byl opét pribliZné
stejny pro oba druhy zéasahii. Toto je
demonstrovdno na zméné buné¢nosti kostni
difené po jedné injekci hydroxyurey nebo
kolchicinu (tabulka 1; obr. 4). Vysledky

TABULKA 1
Pocet bunék Poctet kmenovych
v kostni dieni % bun&k v kostni dFeni %
femuru femuru
Kontroly 9,7 . 106 100 1484 + 158 100
HU (9%) 5,2 . 106 54 1359 + 139 92
HU (14) 4,2.106 43 1189 + 151 80
HU (19) 4,6.106 47 1314 + 170 88
HU (24) 5,9. 106 60 1451 + 149 98
HU (29) 3,1.106 32 1313 + 127 88
Primérny pokles po aplikaci
HU 47 89
Kontroly 17,4 . 106 100 2270 + 183 100
Kolchicin ( 9) 8,4.106 48 1949 + 194 86
Kolchicin (14) 7,9 . 106 45 1859 + 256 82
Kolchicin (19) 9,0. 106 52 2083 + 264 92
Kolchicin (24) 9,5.106 55 1538 + 186 68
Kolchicin (29) 9,5. 106 55 1769 = 258 78
Pramérny pokles po aplikaci
kolchicinu 49 81

HU = hydroxyurea; * tidaj doby v hodinach, za kterou byla vySetfeni provedena

po podéni hydroxyurey nebo kolchicinu.

uvedené na obrazku &. 4 ukazuji takeé to, Ze
eliminace bunék poSkozenych hydroxyureou
nebo kolchicinem pfibliZzné stejné rychle, a
déale pak to, Ze kolchicin nenarusuje schop-
nost bun&k proliferovat, jak o tom svédci
rychld regenerace bunéénosti kostni diené.

Vyznam objevu lze vidét predevSim v tom,
Ze se jednd o zékladni novy poznatek tykaji-
ci se fizeni proliferace v populaci kmeno-
vych bunék. Daldf vyzkum odliSného plso-
beni buné&k v rznych fazich bun&éného cy-
klu na proliferaéni aktivitu by mél prinést
pokrok v poznéni zdkonitosti, kterymi je Ii-

Severografia, n. p.,

zena proliferace normdlnich a nadorové
zménénych kmenovych bunék. Zdkladni vy-
znam objevu je v tom, Ze umozZiiuje spravne
orientovat dalsi vyzkumnou préci v oblasti
studia Fizeni proliferace normélnich a na-
dorovych bunék.

Cytostatika, pouZitd k poSkozeni krvetvor-
né tkané, jsou pouzivdna k 1é¢b& lidi posti-
Zenych nadorovym onemocnénim. Popsany
jev upozoriiuje na mozZnost toho, Ze nékteréa
cytostatika mohou pfi nevhodném schématu
aplikace vyvolat zvySeni bun&éné prolifera-
ce a tim stimulovat riist nadoru. .

zédvod 7, Most
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