Embryonalni kmenové burnky se
mnozi a diferencuiji v ledvinach
zbavenych vilastnich bunék -

cesta k ziskani imunologicky
shodnych s§tépu pro transplantaci
ledviny?
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Trvaly" nedostatek kadaverdznich $tépt a pretrvavajici problémy
s inkompatibilitou a infekénimi riziky xenotransplantace
vzbudily v posledni dobé velky zajem o moznost stimulace renal-
nich kmenovych bunék nebo podani kmenovych bunék z kostni
drené (eventudlné mesenchymalnich kmenovych bunék) nejen
k dosazeni lepsi reparace poskozené ledviny, ale (nepochybné
v podstatné delsi ¢asové perspektivé) i k potencialni regeneraci
renalniho parenchymu in vitro.

Studie s vyuzitim kmenovych bunék pro regeneraci ledvin jsou
ale v samém pocatku a stale neni jasné, zda se kmenové bunky
z kostni dfené mohou diferencovat do rtiznych typt rendlnich
bunék (napt. tubuldrnich bunék v modelech ischemické akutni
tubularni nekrézy), nebo zda, jak ukazuje vétsina studii, tyto extra-
renalni kmenové buiiky maji na reparaci ledvin jen relativné maly
vliv a ptsobi spi$e uvoliiovanim solubilnich faktorti, které mohou
stimulovat proliferaci ¢i diferenciaci rendlnich bunék (Romagnani
a Kalluri, 2009). Vétsi pozornost je proto vénovana identifikaci
renalnich kmenovych bunék (Romagnani, 2009). Zatimco existen-
ce kmenovych bunék v oblasti Bowmanova pouzdra, jez se zfejmé
mohou diferencovat nejen do parietalnich epitelii, a dokonce
i podocytt, ale i bunék proximélniho tubulu, se zd4 byt jiz pomér-
né dobfe prokazana, pfitomnost rendlnich kmenovych bunék
ve dfeni ledvin (se schopnosti proliferovat do tubuldrnich bunék
distdlniho nefronu) se sice predpokladd, nebyla v§ak dosud pte-
svédcivé dokumentovdana (Little a Bertram, 2009).

V komentované praci vyuzili autofi poprvé zcela novy zpusob
mozného ex vivo vytvoreni ,vlastnich® ledvin s vyuZitim autolog-
nich kmenovych bunék. Odebrané ledviny potkana byly postupné
perfundovany neiontovymi (Triton X-100) a iontovymi detergen-
ty (kalcium chloridem a magnesium sulfatem - aktivuji endogen-
ni nukledzy s naslednym natravenim jaderného materialu), hy-
perosmolarnim roztokem chloridu sodného s cilem osmoticky
rozrusit jaderné membrany, deionizovanou vodou s cilem dale
osmoticky poskodit pritomné buriky a vyplachnout podané deter-
genty a deoxyribonukledzou (k enzymatické degradaci jaderného
materialu). Ke vSem pouzitym roztokim byl pouzit azid sodny jako
antimikrobidlni agens. Timto zptisobem byly vytvoreny bezbunéc-
né houbovité kostry zachovavajici pti histologickém vySetfenim
(vzhledem k neposkozené extracelularni matrix a bunéénym
membranam) tvar pavodnich ledvin a mikroskopicky struktury
glomerult i tubuld. Do této bezbunééné ledvinové ,,kostry* (lese-
ni - ,scaffold®) bylo poté intraarterialné podano 2 x 10° mysich
embryonélnich kmenovych bunék. Jejich lokalizace v bezbunééné
ledvinové kostre byla kontrolovana fluorescenénim mikroskopem
(bunky byla znaceny zelenym fluorescenénim proteinem) a cely
tento preparat byl kultivovan pri teploté 37 °C v mediu obsahujicim
5% CO, bez rtstovych faktort a proces proliferace a diferenciace
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podanych kmenovych bunék v acelularni ledvinové kostre byl
v pravidelnych intervalech sledovan mikroskopicky. Kultivace
delsi nez 48 hodin ale vyzadovala pro dalsi kultivaci vytvofeni
tkanovych fezt. V dalsi fazi experimentd byla ledvinova kostra
po podani embryonalnich kmenovych bunék promyvana automa-
tickym perfuznim systémem s kolisajicim perfuznim tlakem
akontrolou teploty a obsahu krevnich plynt. Ziskané tkanové rezy
pak byly vysetfovany mikroskopicky se soucasnym studiem pro-
teint aktivovanych pfi diferenciaci (Pax-2 a Ksp-cadherinu), epi-
telizaci (cytokeratinu) a proliferaci (Ki-67).

Vyse popsanou metodou se autorim podatilo opakované vytvo-
tit aceluldrni ledviny (houbovité, komprimovatelné, ale opét se
vracejici do pivodniho tvaru), které si ale zachovaly diky ptitom-
nosti bazdlnich membran a extracelularni matrix zakladni archi-
tekturu normdlnich ledvin, véetné acelularnich glomeruli, tubula
avaskularnich struktur. Aceluldrniledviny neobsahovaly ani bus-
ky, ani jejich drt, naproti tomu v nich bylo mozno imunohisto-
chemicky prokézat v normalni lokalizaci zdkladni proteiny bazal-
nich membran kolagen IV a laminin. V pavodné aceluldrnich
ledvinach zustalo retinovdno 95,1% intraarterialné podanych
embryonalnich kmenovych bunék (znac¢enych zelenym fluoresce-
inem), a to ve vaskuldrnich strukturach a glomerulech. Postupné
bylo mozno pozorovat migraci podanych bunék i do peritubulér-
nich cévnich siti, lepsi vysledek poskytovaly acelularni ledviny
promyvané automatickym perfuznim systémem. V tkanovych
fezech bylo mozno prokdzat nejen migraci, ale i proliferaci injikova-
nych embryonalnich kmenovych bunék. Do deseti dnt vyplnily
migrujici a proliferujici embryondlni kmenové buriky téméf kom-
pletné glomeruly i peritubularni kapilary, jejich déleni bylo mozno
prokdzat barvenim na prolifera¢ni marker Ki-67.

Intraarteridlné podané kmenové bunky ale az na vzacné vyjim-
ky nepronikaly do tubuldrnich struktur. K bunééné repopulaci
distalniho nefronu (po¢inaje kortikdlnim sbérnym kanalkem) bylo
tteba podat embryondlni kmenové buriky cestou ureteru. Podani
embryonalnich kmenovych bunék do kalicht aceluldrni ledviny
vedlo k jejich postupné migraci do sbérnych kanalkil. Na rozdil
od velmi efektivni retence po arteridlnim podani se ale pfi intra-
ureteralnim poddani udrzelo v acelularni ledviné jen asi 50 % po-
danych bunék a migrace do sbérnych kanalki byla ponékud ne-
homogenni, coz ale (dle autort1) muize byt zptsobeno odli§nostmi
v papilarni struktute mezi hlodavci a vy$$imi savci, jako jsou pra-
sata nebo ¢lovék, kde by teoreticky intraureteralni podani embryo-
nalnich bunék mohlo byt z hlediska retence u¢innéjsi.

Embryonalni kmenové bunky se ve vaskularnich strukturach
diferencovaly do typickych endotelovych bunék a také do tubular-
nich struktur, v obou pripadech s apoptézou centralné lokalizova-
nych bunék a vytvafenim dutych vaskularnich a tubuldrnich
struktur. Diferenciaci embryonalnich bunék bylo mozno prokazat
i imunohistochemicky, napt. objevenim cytokeratinu v oblastech,
kde dochazelo k reepitelizaci, Pax-2 v burikach adherujicich jak
k tubuldrnim, tak vaskularnim bazalnim membrandm, nebo
KsP-cadherinu (markeru diferenciace bunék distdlniho nefronu)
v tubuldrnich bunkach.
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Nepostradatelnost extraceluldrni matrix jak pro reparaci (in vivo),
tak pro regeneraci orgdnu (ex vivo) je dobte zndma. Prvni poku-
sy s vyuzitim extraceluldrni matrix ukdzaly jeji mozné pouZiti
pro prekryti hernit, ale v experimentu také pro rekonstrukci ten-
kého stieva, a dokonce i srdce (Ott et al., 2008).

Regenerace aceluldrnich orgdnil ex vivo vyzaduje poddni
kmenovych bunék, které museji byt (zejména u komplexnich
orgdnil, jako jsou ledviny) dostatecné pluripotentni, aby byly
schopny diferenciace do vsech bunécnych subtypii nezbytnych
pro normdlni strukturu a funkci orgdnu. V tomto sméru mohou
byt zejména v zacdtecnich fazich vyzkumu vyhodnéjsi embryo-
ndlni kmenové buriky, i kdyz je jasné, ze pokud by méla byt re-
populace aceluldrnich orgdnii cestou k ndhradé orgdnii u lidi,
bylo by i z etickych ditvodii podstatné vyhodnéjsi pouzivat kme-
nové burky ziskané od dospélych jedincii (optimdlné primo
od prijemcii pripravovanych organit). Neddvné prvni vispéchy
s preprogramovdnim fibroblastii do pluripotentnich embryondil-
nich kmenovych bunék (Wernig et al., 2007) déavaji nadéje, Ze to
v budoucnu bude mozné.

Tkdriové (a orgdnové) inZenyrstvi bude v pripadé ledvin prav-
dépodobné nardzet vzhledem ke komplexnosti orgdnu na jesté
VEtsi potize neZ napt. u streva Ci srdce. Regenerace ledvin je
komplikovanéjsi i vzhledem ke vzniku ledvin jednak z metanef-
rického blastému, jednak z ureterdlniho pupenu (zejména struk-
tury distdlniho nefronu a papil). Jak bylo demonstrovdno i v této
prdci, pro efektivni repopulaci aceluldrnich ledvin bude navic asi
potreba volit kombinaci intraarteridlniho a intraureterdlniho
poddni kmenovych bunék. Velkou pozornost bude nepochybné
nutno jesté vénovat i optimdlnim metoddam decelularizace ledvin.
Nedokonalé odstranéni bunék ¢i celuldrni debris by vyrazné
zvysilo riziko imunitni reakce na ex vivo pripravené orgdny.
I kdyz nelze vyloucit ani reakci proti aceluldrnim xenotransplan-
tatam, zda se, Ze by aceluldrni xenotransplantdty mohly byt
imunologicky toleroviny a neaktivuji bunécnou imunitu (Allman
et al., 2001).

Komentovand prdce je prvni praci ukazujici moznost efektivni
repopulace aceluldrni ledviny potkana. Autoti demonstrovali
nejen vysokou (po intraarteridlnim poddni, resp. relativné vysokou
po intraureterdlnim poddni) retenci podanych embryondlnich
kmenovych bunék v aceluldrni ledviné, ale také migraci kmeno-
vych bunék do vaskuldrnich, glomeruldrnich i tubuldrnich struk-
tur a jejich diferenciaci do endotelovych i tubuldrnich bunék.

Dalsi kroky navazujici na tuto prvni studii budou nepochybné
muset Tesit otdzku optimdlni perfuze aceluldrni ledviny s dosta-
tecnou doddvkou kysliku i nezbytnych Zivin a rovnéz poddni fady
diferenciacnich faktorii v optimdlnim potadi a case. Diferenciace
embryondlnich kmenovych bunék do rendlnich epitelovych bunék
bylo mozno dosdhnout poddnim kombinace kyseliny retinové,
aktivinu-A a BMP-7 (Kim et al., 2005), eventudlné kombinaci
BMP-4, BMP-2 a BMP-7 (Bruce et al., 2007). Vyvoj tubulii miiZe
byt podporen poddnim kyseliny hyaluronové a vyvoj cév poddnim
vaskuldrniho endotelového riistového faktoru (vascular endothe-
lial growth factor, VEGF - Badylak, 2005).

Poddni embryondlnich kmenovych bunék md jisté i zavaznd
potencidlni rizika, napt. vznik teratomu, tomu v$ak pravdépo-
dobné bude u aceluldrnich ledvin 1icinné brdnit zachovand
struktura extraceluldrni matrix a bazdlnich membrdn. DileZitym
problémem miiZe byt prenos virovych infekci z ddrce orgdnu,
i kdyz pfiprava aceluldrniho orgdnu (s vyuZitim detergentu
a nukledz) by jisté méla toto riziko vyrazné sniZit.

Pouziti aceluldrnich xenotransplantdtii osidlenych viastnimi
kmenovymi burikami pfipravenych ex vivo k ndhradé funkce
ledvin u dialyzovanych pacientii s termindlnim selhdnim ledvin
predstavuje velmi atraktivni perspektivu, i kdyz eventudlni kli-
nické vyuZziti takto ex vivo pripravenych transplantdtii si lze jisté
predstavit jen v pomérné vzddlené budoucnosti.

68

Rocenik VIT » CisLo 5 * Listorap 2009



Literatura

Allman AJ, McPherson TB, Badylak SE et al. Xenogeneic extracellular matrix grafts
elicit a Th2-restricted immune response. Transplantation 2001;71:1631-1640.
Badylak SE. Regenerative medicine and developmental biology: the role of extracel-
lular matrix. Anat Rec B New Anat 2005;287:36-41.

Bruce SJ, Rea RW, Steptoe AL, et al. In vitro differentiation of murine embryonic stem
cells toward a renal lineage. Differentiation 2007;75:337-349.

Kim D, Dressler GR. Nephrogenic factors promote differentiation of mouse embryo-
nic stem cells into renal epithelia. ] Am Soc Nephrol 2005;16:3527-3534.

Little MH, Bertram JF. Is there such a thing as a renal stem cell? ] Am Soc Nephrol
2009;20(10):2112-2117, doi: 10.1681/ASN.2009010066.

Ott HC, Matthiesen TS, Goh S, et al. Perfusion-decellularized matrix: using na-
ture’s platform to engineer a bioartificial heart. Nature Med 2008;14:213-221.
Romagnani P, Kalluri R. Possible mechanisms of kidney repair. Fibrogenesis Tiss Rep
2009;2(1):3, doi: 10.1186/1755-1536-2-3.

Romagnani P. Toward the identificaion of a ,,renopoetic system? Stem Cells 2009;
27:2247-2253.

Wernig M, Meissner A, Foreman R, et al. In vitro reprogramming of fibroblasts into
a pluripotent ES-cell-like state. Nature 2007;448:318-324.

kreatininu nizs$i u prezivsich. Tekutinové pretiZeni registrované
u pacient s AKI v dobé nejvyssi dosazené sérové koncentrace
kreatininu bylo rovnéz spojeno s mensi pravdépodobnosti zota-
veni rendlnich funkei. Navic, ¢im vice dni byli nemocni s AKI
v tekutinovém pretizeni a ¢im zavaznéj$i byla jeho mira, tim
horsi byla jejich mortalita. Pacienti lé¢eni kontinualnimi metoda-
mi sndze dosahli redukce kumulativni pozitivni bilance nez ne-
mocni lé¢eni intermitentnimi metodami. Autofi dospéli k zavéru,
ze tekutinové pretiZeni, jeho trvani i zdvaznost jsou nezavisle
spojeny s mortalitou kriticky nemocnych s AKI. Zda je tekutino-
vé pretizeni vysledkem zavaznéjsiho rendalniho selhani, nebo zda
samo o sobé prispiva k jeho pri¢ing, vyzaduje dle autort klinickou
studii, ktera bude ulohu kumulativni tekutinové bilance pfimo
testovat.





