Kultivace hematopoetickych
bunek

L. Bourkova, OKH FN Brno



Blastocyst

lotipotent
Morula

/e) — Human Fetus

Pluripotent
Inner Mass Cel

A 5“
25" o'
O/
Circulatory System

Nervous System

Multipotent / Unipotent




Common Lymphoid
Progenitor
—
Pluripotent Hemstopobe tic . v

Stem Cell

f_,..-f

Common Myeloid

Progenitor Goran™ac

Frogemnilar

o piosis . N .
Y ;

Ervih/Fh
Progenitor

Cyviokines
Chemokines

Microenvironmeni




Progenitory . .

Blood Cell Maturation Myeloid Lymphoid

Stem Cell \ Stem Cell
Prekurzory O

Myelnblas-t

Pronormoblast
0 1
/I F'l"-l]l"l'l_'fEIﬂf]"t‘E Basophilic

Noarmoblast
|

|rn.n'r'mturur-_1 Immature N. Myelocyte lmnﬁture | .
Basophil  Eosinophil " Monocyte F;E;:anc

ﬂr&n:hhmﬁc
Noarmoblast
1

(% |

Palychromatic

Erythrocyte
I .
L * L ; r
ey QO

= .

Ens.mnphul Neutrophil Mnn-m:yte Platelets Erythrocyte Lymphocyte




Hematopoetické kmenove bunky

m v kostni dreni i periferni krvi ve velmi nizké koncentraci

m pro svoji podobnost s lymfocyty se nedaji morfologicky
rozpoznat.

= morfologicky jsou rozpoznatelné az jejich dalsi vyvojova
stadia - myeloblast, proerytroblast, megakaryoblast.....

= kmenové bunky se stanovuiji napr. imunologicky pomoci
povrchovych antigend a nebo funkénimi testy, na
zaklade proliferacni aktivity

sebeobnova: schopnost bunky dat bunecnym delenim
vznik dvéma dcerinym elementdm, které jsou
/denticke s bunkou materskou

diferenciace. schopnost bunky vyvijet se dale ve
furzé(cne [ morfologicky odlisna vyzralejsi vyvojova
stadia




Zakladni pojmy

m Totipotentni kmenové bunky: jsou schopné vytvorit
, ktery se v organismu vyskytuje. Kazda totipotentni bunka
obsahuje kompletni gentickou informaci pro cely organismus a ma
jedinecnou schopnost diferenciace.

= Pluripotentni kmenové bunky: jsou schopny diferenciace
(déleni) do . Specialnim pripadem pluripotence
je multipotence, kde je pluripotentni schopnost kmenoveé bunky
omezena na urcity typ tkané (pripadné na urcity organ).
= Multipotentni kmenové bunky: jsou schopny diferenciace
(déleni) do , ale pouze v ramci
(resp. ). Napr. hematopoeticka kmenova bunka, ktera
se dale vyviji pres progenitorové a prekurzorove bunky k vyzralym
stadiim.
progenitorové b.: CFU-GEMM (colony-forming unit-granulocyte, -
erythrocyte, -monocyte, and —megakaryocyte), CFU-GM (colony-
forming units-granulocyte/macrophage), BFU-E (burst-forming
units erythrocyte)

prekurzorove b..: myeloblast, proerytroblast, megakaryoblast.....




Metoda tkanovych kultivaci

Princip metodiky: o ) 5

Kultivacni metoda sleduje funkcni schopnosti krvetvornych bunek,

ttelre odpovidaji na rlstove faktory v kultivacni ptidé tvorbou
olonil.

Kultivacni prostredi: ) , )

Kultivacni media predstavuiji sterilni vybalancovane chemicke

prostredi, z nehoz bunky cerpaji slozky pro svﬁg metabolismus.

Kultivacni atmosfera ma 100% vihkost a 5% obsah CO2

v inkubatoru.

Schéma m,etpdil%: ) ) . _
mononuklearni bunky + medium + atmosfera (14 dnu) = kolonie

Hodnoceni:

mikroskopem ) 5

kolonie vznikaji z progenitorovych bunek

kolonie CFU-GM obsahuji minimalne 40 bunek

kolonie BFU-E obvykle vice jak 200 erytroblast

Vyuziti: ) o
diagnostika (hematologické malignity), monitorovani lecby, k
terapii...



Pracovni prostredi
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STEM CELL MODEL OF HEMATOPOIESIS
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