Plice a dychaci cesty - principy vyvoje a
organizace - transport plynu
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Struktura a stavba dychacich cest a plic
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Clenéni dolnich dychacich cest
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Struktura a stavba dychacich cest a plic
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Metabolizing tissues

pradusnice (trachea);
pradusky (bronchi);
prudusinky (bronchioli);

plicni vacky (alveolar
sacs);

plicni sklipky (alveoli);

konduktivni zona;

prechodna a respiracni
z0na;




Rozdilné tlaky plynu ve vzduch a krvi

CELKOVE A CASTECNE TLAKY PLYNU (mm Hg)
VZDUCH TRACHEALNi  ALVEOLUS ARTERIALNIi VENOZNi

VZDUCH KREV KREV
Po2 159.1 149.2 104 100 40
Pco2 0.3 0.3 40 40 46
PH20 0.0 47.0 47 47 47
Pn2 600.6 563.5 569 573 573

Pcelkovy 760.0 760.0 760 760 706




Stavba plicniho sklipku

basal
lamina

macrophage

endothelial
cells

»
type Il
alveolar cell surfactant
»
»

capillary
lumen

plicni sklipek
(alveolus) — zakladni
funkéni jednotka pro
vymeénu plynu;

kazdy sklipek je
obklopen siti kapilar;
v kazde plici
dospéelého Cloveka je
cca 150 az 250
milionu sklipku;
celkova plocha cca 75
m? — velikost
tenisového kurtu;



Prenos CO, a O, mezi alveolem a krvi — difuze pres respiracni
membranu - rozdilny parcialni tlak a rozpustnost CO, a O,

Atmospheric air: CO, exhaled
P, =159 mmH 2
Pos. =03 g  inhaled

Alveolar air:
P, = 105 mmHg
Pm! =40 mmHg

(a) External respiration:
pulmonary gas
exchange

To lungs To left atium

Deoxygenated blood: — I— Oxygenated blood:
Pg, = 40 mmHg Po =100 mmHg
Pa, = 45 mmHg P, = 40 mmHg

(b) Internal respiration:
systemic gas

exchange




Respiracni membrana

» alveolarni tekutina

e oo I (surfaktant);
lamina alveolar cell surfactant » alveolérm' epltel
| , (typ 1, 2);
fibroblast { » basalni membrana
A\ 4 alveolarniho
g epitelu;
» (intersticialni
prostor);
_ » basalni membrana
macrophage capillary oy ’
endothelial el kapl Iarn I hO
cells endotelu;

» kapilarni endotel;




Epitel dychacich cest a plic

typu;
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» zasadni roli ve stavbé, funkci i schopnosti regenerace
dychacich cest i plic hraji epitelialni bunky razného
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Regenerace plic a dychacich cest

Intestine :
i Lung, liver, A
hematopoiesis, e SRS -gl—p- | Heart and brain
2 p pancreas

hair follicle
» Constant renewal » Fairly quiescent in the adult + Quiescent in the adult
« Well-established stem/ « Can respond to injury with « Responds poorly, if at all,

progenitor relationships robust regeneration after injury

» plice a epitel dychacich cest nepredstavuji tkan, ktera je
konstantné obnovovana;

» ale!l — plicni epitel (tkan) je schopen regenerace po poskozeni —
infekce, nepfimérena imunitni reakce, toxické latky, hyperoxie...;

» odebrani €asti plic (cca 50%) — regeneracni procesy, které sice
neobnovi plici jako takovou, ale umozni obnoveni puvodni kapacity
respiracniho epitelu pro pfenos plynu;




Epitel prudusnice

D(vrst;my epitel (pseudovrstevnaty)

obsahuijici nékolik zakladnich bunécnych
typa:

rasinkové bunky (ciliated cells) —

nejpocCetnéjsSi bunécny typ — kazda ma na e Ay
apikalni strané cca 250 rasinek — zajistuji

pohyb hlenu (odstranovani patogenu a

nedistot), vydej vody do lumen dychacich Rough ER
cest — zvlhéovani sliznice a vzduchu;

» poharkové bunky (goblet cells, mucous
cells) — podobné analogickym bunkam ve
stfevnim epitelu — tvorba mucinu pro hlen
dychacich cest;

kartacové bunky (brush cells) — lem Nuceus
mikroklku;

neuroendokrinni bunky;

bazalni bunky (basal cells) —
menove/progenitorove buriky
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Epitel prudusek a prudusinek
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» s postupnym vétvenim se epitel méni z vicevrstevného na
jednoduchy epitel;

cells, club cells), oznaCované obecné jako sekreéni bunky;

» dalSi bunééné typy sekre¢nich bunék — Clarovy bunky (Clara



Clarovy bunky (club cells)
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» bunky krychlového tvaru, bez rfasinek, které nesekretu;ji hlen;

» v dychacich cestach Clovék jsou primarné lokalizovany v terminalnich
pradusinkach, kde tvofi az 20% bunék;

dalSi proteiny pfispivajici k ochrané dychacich cest, funkce progenitorovych bunék,
biotransformace xenobiotik;



Epitel prudusek a prudusinek

HUMAN Bronchi and 3
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» fFada odliSnosti mys vs. €lovék — véetné struktury plic!

» v prudusnici a priduskach jsou hlavnimi bunéénymi typy bazalni,
poharkové a rasinkoveé bunky; u Clovéka se tyto bunécné typy
vyskytuji na vSech urovnich dychacich cest, ale jejich mnozstvi klesa
tak jak se proximalni pradusinky vétvi dale do terminalnich
pradusinek;

» u mysSi jsou kromé poharkovych bunék i v pradusnici jiné bunééné
typy — serdzni a Clarovy buriky, zatimco u Clovéka se vyskytuji spiSe
v prdusinkach, spolu s neuroendokrinnimi burikami;



Epitel prudusek a prudusinek

HUMAN Bronchi and ik
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» u ¢lovéka jsou prudusinky v plicich (az do praméru 1 — 1.5 mm) —
lemovany vicevrstevnym epitelem obsahujicim rasinkové, sekrecCni a
neuroedokrinni bunky — u mysi je podobny vicevrstevny epitel
lokalizovan v pradusnici (pramér 1,5 mm), praduskach a prvnich 2 — 3
generacich vétveni prudusinek — tato ¢ast se bere jako model pro
lidské dychaci cesty;



Epitel plicnich sklipku

na pfechodu pridusek a plicnich vacku/sklipkt — radikalni zména
epitelu - BADJ — jiny u mysi i u Clovéka;

primarni bunécné typy predstavuji pneumocyty (alveolarni
epitelialni bunky) typu | a pneumocyty typu li;

zajistuji vymeénu plynu (pneumocyty |) a dalSi funkce alveolarniho
epitelu (pneumocyty Il);

alveolarni makrofagy;
kartaCoveé bunky;
plicni sklipky jsou oddélené

septy — tenka vrstva vaziva,
obklopujici kapilary;

Bronchoalveolar
duct junction

Key iy
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Club BGoblet E Ciliated Aendocrine \Derucym \ eeeee | AEC2 % Rl Macrophage

O\ INEP _£ON\ Basal AEC1 ~==<Q>>" Fiboblast =@ Smoothmuscle { Myofibroblast




Pneumocyty typu |

#° tvoFi cca 40% alveolarnich epitelialnich bunék, ale pokryvaji 95%

povrchu plicnich sklipk;

» extrémné ploché bunky — ve stfedu 4 — 6 uM (jadro, nékolik cisteren
endoplazmatického retikula, maly Golgiho aparat a malé mitochondrie —
cytoplazmatické vybézky — tloustka 20 az 25 nM;

» jejich hlavni ulohou je usnadnit vyménu plynu;

basal /i type Il
i alveolar cell surfactant

type |
alveolar cell
@

Alveolus
Type | Pneumocyte

R

macrophage , d capillary Alveolus

lumen

Alveolus

endothelial
cells




Pneumocyty typu li

tvofi cca 60% alveolarnich epitelialnich bunék, ale pokryvaji jen
5% povrchu plicnich sklipku; kubické buriky

surfactant discharged
_/ into lumen of alveolus

apikalni cytoplasma je vyplnéna lamellar
specialnimi granuly — lamelarni
teliska;

type Il
alveolar cell

obsahuji smés fosfolipidu a & 7 i DON et
proteinti vytvarejicich / . . o i
surfaktant; 27 _

snizuje povrchové napéti a paa st S ES ey

fatty acids j glucose choline amino acids |

zabranuje kolapsu plicnich
sklipku pfi vydechu;
dipalmitoylfosphatidylcholin
(DPPC) + proteiny surfaktantu
(SP-A, B, C a D) — hraji roli jak v
tvorbé surfaktantu, tak v imuniteé;
progenitorové bunky epitelu
plicnich sklipku;




Bunky imunitniho systému v plicnich sklipcich

Type Il alveolar
Type | alveolar &y —epithelial cell

epithelial cell—

Interstitial Interstitial
macrophage space

0 Alveolar !
. lm acrophage

Nature Reviews | Immunoclogy

alveolarni
makrofagy;

» dendritické bunky;

T bunky;

neutrofily — akutni
nebo chronicky zanét,
kuraci, silikbza apod.;

pneumocyty typu ll
tedy hraji vyznamnou
roli i v regulaci
imunitni odpovédi v
plicich — jsou napf.
schopné produkovat
fadu cytokint, apod.



Regenerace plic a dychacich cest

Intestine, L .
Sl ung, liver, .
hematopoiesis, o -gl—p- | Heart and brain
2 . pancreas

hair follicle
» Constant renewal » Fairly quiescent in the adult + Quiescent in the adult
+ Well-established stem/ « Can respond to injury with « Responds poorly, if at all,

progenitor relationships robust regeneration after injury

» podobne jako u jater je identita kmenovych/progenitorovych
bunék v dychacich cestach a plicich znama jen ¢astecne;

» jak probiha regenerace poskozeneho plicniho epitelu?
» napovéda — vyvoj plic — embryonalni a postnatalni;




Vyvoj plic mysi

» nékolik stadii:

» specifikace plicniho
endodermu (E9, odpovida
E28 u Clovéka) na predni
strané predniho stfeva —
vznik laryngotrachealni
vychlipky;

» embryonalni faze -

Adult . : o
vysledkem je vytvoreni
. oV zakladu dychacich cest a
4 A respiracni zony (hlavni roli
1 1 .
1 | zde hraje BMP a Wnt
| signalizace);
Embryonic Pseudoglandular Canalicular Saccular Alveolarization N
stage stage stage stage stage » vétvici morfogeneze

Key

M. 1ow TNk, 1o .Proximalairways -Distalairways (branChmg morphogeneS|S)

(Sox2") (Sox9*, 1d2*) — FGF signalizace;




ES.0

E9.5

Vyvoj plic mysi

—

|

Embryonic

stage

Pseudoglandular Canalicular Saccular
stage stage stage

Alveolarization
stage

Key

[ Nkx2.1tow

. Proximal airways
BN 1 B g 0w

Distal airways
O (Sox9*, Id2%)

pseudoglandularni faze —
vétveni az do terminalnich
bronchiol;

kanalikularni faze —déleni
na respiracni bronchioly
dale na alveolarni kanalky;
vznik pneumocytu typu |;
faze vackua - tvofi se
primitivnich plicnich
sklipku, které jsou jiz v
kontaktu s kapilarami;
alveolarni faze — probiha
casteCné i po narozeni
tvorba finalni struktury
sklipkt a kapilar — zahajeni
dychani;



Alveolarni faze

Distal E15.5 Canalicular E18.5 Saccular
tubule , i

-------

- -
Bipotential progenitor
- > » AEC2 @) ¢

» alveolarni faze — probiha i po narozeni — vyznamny narust poctu a celkového
povrchu plicnich sklipka (20 > 300 mil. plicnich sklipkt);

» tvofi se nova septa a probiha intenzivni vaskularizace; do sept migruji rizné
typy stromalnich bunék, hrajicich podpuarnou roli v plicni tkani (pericyty,
myofibroblasty, lipofibroblasty) — mj. vytvareji mechanické struktury dalezité pro
otevienych terminalnich priduSinek, mechanické sily hraji duleZitou roli ve
vyVvoji i regeneraci plicnich sklipku;

> do embryonalniho vyvoje plicniho epitelu vyznamné pfispiva i mesoderm:;



Mesoderm — uloha ve vyvoji plic vs. tvorba
podpurnych bunék

/ Direction of
branch growth

Anterior
foregut

p-catenin

WntE.-'ZhvBmpd

Ventral

Direction of
\I:lranc:h growth

Proximal - * [istal

plicni mesoderm — parakrinni signalizace urcujici vyvoj endodermu —Wnt2
a BMP4 - indukce transkripéniho faktoru Nkx2.1 — plicni endoderm (ale hraje
ulohu i v dospélosti — napf. potlacuje vznik nadoru);

Fgf10 - zasadni pro vétvici morfogenezi;

tvorba bunék mesenchymalniho pavodu pro vynikajici plice — bunky hladké
svaloviny, endotelialni bunky, pericyty, alveolarni fibroblasty,
myofibroblasty, lipofibroblasty apod




Priklad vyznamu Wnt2/B-kateninové signalizace

= posterior anterior » posterior
TETE AL TN 3 1

wnt2/2b
DKO

anterior » posterior Nkx2.1 [HC

Nkx2.1
exprese




Hierarchie vyvoje plicnich bunek

Proximal

Distal

E9.0 E12.5

C Specified lung endoderm progenitor
(ka2 1*/Gata6*/Foxa1/2*)
Proximal progenitor . Distal progenitor
(Sox2*) D C (Sox9*/1d2*)

/\

. @ Non-NE N
Uchl1 +/Asc|1 + cells
( AN AEC2
(Sftpc*lAbcaS*)C —>==-/C_!\-—-'D AEC1
Notch —> (Aqp5*/Pdpn*)

Secretory cells
Ciliated cells
o + —_—
(Scgb1a1*/Scgb3a2*) @ . (Foxj1*/Tubb6*)

@ Mucosal (goblet) cells
(Muc5ac*)

ve vyvijejicich se plicich
vznika postupné nékolik
typl progenitoru;
proximalni progenitory —
davaji vznik jak
neuroendokrinnim bufikam
tak sekreCnim (poharkové)
a fasinkovym burikam
dychacich cest;

distalni progenitory —
davaji vznik pneumocytim
typu l a ll;



Regionalni populace kmenovych/progenitorovych bunéek
udrzuji homeostazu a regeneraci plicni tkane

» ruzné ¢asti dychacich cest a plic obsahuji rozdilné populace
,2adult stem cells”;

» tyto bunky jsou ¢asto diferencované — Clarovy bunky a
pneumocyty typu Il, které umoznuji regeneraci epitelu terminalnich
prudusinek a plicnich sklipku;

» podobné jako v jaterni tkani zde pozorujeme fenomén
dediferenciace — pfi specifickych typech poskozeni plic
diferencovana burika méni svuj fenotyp na buniku méné
diferencovanou a proliferujici — velka bunééna plasticita —
vyhodné pro regeneraci, ale zaroven se muze negativné projevit
pfi rGznych onemocnénich, v€. nadorovych;



Néekteré populace kmenovych a progenitorovych
bunék v dychacim traktu

5 | 41. - ISM.G .c.l_u::!._l -
5 -1 SMG Ducts - b g -
P = € sma )
5 e » pro vétsinu epitelialnich
\& J_J, bunék konduktivni zény
S _‘J 2 Basal Cells v .y .
£ > Yy predstavuji populaci
S Basal Cells in W it “ch bunék
g Intercartilaginous P prog’enl’ orovyc ’unev
Zones oo fi coo. bazalni kmenové bunky;
» v pradusinkach jsou
Clara" zdrojem regenerace
F 3 tofitdienian Clarovy (sekreéni) buriky;
2 NEB in = el - T
g 4% Bronchioles o » v plicnich sklipcich
- | predstavuji populaci

progenitorovych bunék
pneumocyty typu ll;

» vétSina téchto poznatku
pochazi z mySich modeld;

Vel




Regenerace epitelu dychacich cest

/.4

. &

fibroblasts vasculature  nerve immune cells

+smooth muscle

MOUSE
Normal

Repair after
luminal
cell loss

SEaEon N SRR

Repair after
basal cell loss

Secretory cells
2 de-differentiate
- (e)

» v regeneraci vicevrstevného epitelu hraji zasadni roli specifické
kmenové bunky, pevné vazané na bazalni membranu — bazalni

kmenové bunky — Trp63*/Krt5*;

» mohou migrovat a napomahat i regeneraci jednoduchého epitelu nebo

pneumocytu?



Regenerace epitelu dychacich cest

MOUSE BRONCHIOLES
Neuroepithelial body (NEB)

Airway smooth muscle
d

> & &
Fibroblast Immune cells
PUTATIVE LINEAGES

Club cell Scgb1al+ Scgb3a2+ Cyp2f2+
&2 Self renews and generates ciliated cells
| y over long term. Killed by naphthalene,
e ) At BADJ, gives rise to alveolar calls after
bleomycin injury.

Club cell that is Scgbial+ Sftpc+
Putative BASC
Survives naphthalene and proliferates
Neuroendocrine cell Cgrp+
Self renews over the long term
Survives naphthalene, and then proliferates
and gives rise to Club and ciliated cells

(Wl Ciliated cell Foxj1+
Survives napthalene, spreads but does
not proliferate

Pl 2z ia . - 2y
0/e0lp/g0gegee

“Pod” of KrtS5+ Trp63+ cells
seen after severe damage by
H1N1 influenza virus

Bronchoalveolar duct junction (BADJ)

Subclass of Club cell Scgb1a1™ Cyp2f2"™" Upk3a+
Survives naphthalene, and then
proliferates and gives rise to Club cells

=9

(Y Putative, still uncharacterized
'y J' luminal cells. Some rare cells
‘=" may express Trp63
<
Krt5+ Trp63+ basal-like cells that appear
@ after severe injury. Their origin is not definitively

known. May give rise to alveclar cells during
repair.

veolar epithelial type 2 and type 1 cells

&
a”

» pro regeneraci
jednoduchého
epitelu pradusinek
jsou dulezité
Scgb1a1-pozitivni
sekrecni (Clarovy)
bunky;

» rdzné populace??

» specifické kmenové
bunky lokalizované v
BADJ??;

» neuroendokrinni
bunky;

» zavisi na typu
poskozeni



Regenerace epitelu plicnich sklipki

ALVEOLAR REGION MOUSE LUNG

» pneumocyty typu Il — regenerace

epitelu plicnich sklipku;
» klonalni expanze a migrace do

induced (F ¥ el poskozenych oblasti?;

4 » existence specifickych progenitort pro
pneumocyty | a 11??, Clarovy bunky;

% zavisi na typu poskozeni - priklad
regenerace po intratrachealni aplikaci

AEC2 Sftpc+ mature cells contain large lamellar bodies and

express many genes related to surfactant production and 1 1 1
gcroton (6.9, LyeM). Popuiation eIk hokeragencous. cytostatika (bleomycin) — nejen

Sftpc+ cells self renew over long term.

regenerace ale i potlaceni fibrozy??;
druhova specifita??

AEC1 HopX+ Pdpn+ AGER+ Lineage tracing shows derivation
postnatally from Sftpc+ or Lys4+ AEC2s. This differentiation is
enhanced in response to injury. |>

Scgbiai+ Club cells in BADJ proliferate and give rise to AEC2
and AEC1 after bleomycin injury but not hyperoxia.

Putative BASC. Scgbiai+ Sftpc+ cell in BADJ, Gives rise to
AEC2 and AEC1 in culture. Not known if more efficient than
Club cells at giving rise to AEC2s in vivo after injury.

Putative integrin betad+ Sftpc neg alveolar epithelial cell that
gives rise to AEC2s after bleomycin injury.

Both proliferate after bleomycin injury
Pdgfra+ lipof'blast
Pericyte

{Meoeo@o) @

Myofibroblast. Acculumates in large number Cell(s)-of-origin,
not yet definitely determined




K zamysleni

» plice predstavuji organ, jehoz funkce jsou do znaéné miry
dany strukturou a slozenim specifickych populaci
epiteilalnich bunék, jejichz slozeni se liSi v konduktivni a
respiracni zoné;

» v8§echny zakladni bunééné typy plicniho epitelu vznikaji
diferenciaci proximalnich (neuroendokrinni, poharkové,

rasinkové a sekrec¢ni bunky) a distalnich progenitor
(pneumocyty | a ll);

» plice maji zna€nou regeneracni schopnost — umozni nejen
obnovit éinnost respiraéniho epitelu po ztraté ¢asti organu,
ale i obnoveni struktury a funkce epitelu po ptisobeni
chemickych latek, infekénich agens;



K zamysleni

» schopnost regenerace je dana pritomnosti specifickych
kmenovych/progenitorovych bunéénych populaci v
jednotlivych ¢astech dolnich dychacich cest (bazalni
kmenové bunky, sekre€¢ni/Clarovy bunky a plicnich sklipcich
(pneumocyty ll);

» populace kmenovych/progenitorovych bunék predstavuji
diferencované bunky, které zaroven plni fadu dalsSich funkci v
dospélém organu (tvorba surfaktantu, CCSP, apod.);

» epitelialni bunky plic vykazuji velkou plasticitu, jsou schopné
dediferenciace a zaroven neni vylouceno, ze v plicich existuji
dalSi populace bunék, které mohou byt zdrojem regenerace
(neuroendokrinni bunky, specifické progenitory v plicnich
sklipcich, na rozhrani bronchiol a plicnich sklipka, apod.);




K zamysleni

» poznatky o vyvoji a regeneraci plicni tkané maji vyznam
nejen pro pochopeni mechanismu ridicich vyvoj a
homeostazu tohoto dilezitého organu, ale i pro pochopeni
principt poruch ventilace, dychacich cest a onemocnéni plic;

» mozné vyuziti pri tvorbé nahrad plicni tkané, pradusnice
apod.? — nedostatek organu pro transplantace, relativné
nizka uspésnost transplantaci plic — 50%/5 let;




