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Hematopoeticke kmenoveé bunky

I UvoD

Izolace hematopoetickych kmenovych bunék (Hematopoietic Stem Cells = HSC)
vyzaduje kvantitativni klonalni techniku pro vSechny typy krevnich progenitorovych
bunék (T, B, myeloerythroidni fada) a metodu pro sort bunék zaloZzenou na jejich
jedineCnych expresnich profilech, definovanou pomoci povrchovych struktur. Pomoci
tohoto pfistupu je mozné izolovat jak lidské tak mySi kmenoveé buriky. VSechny bunky
s fenotypem HSC v kostni dieni dospélé mysSi (BM) jsou v populaci definované
kompozitnim fenotypem c-Kit", Thy-1.1", lineage marker "% a Sca-1" (oznagovany
jsou jako KTLS). Tyto KTLS hematopoetické kmenové buriky transplantované do
mysi zajistuji hematopoezu po celou dobu zivota zvirat, v€etné vytvoreni stabilniho
,zakladu“ 20 az 100 tisic HSC a denni produkce 10° krevnich bunék.

I Identifikace mysich hematopoetickych kmenovych bunék (HSC)

Buriky z kostni drené mysi kmene C57BI/6 byly nejprve selektovdany pomoci ,Mouse
Hematopoietic Lineage Flow Cocktail eFluor® 450“ (kat.c. 88-7772-72) obsahujici:

f Anti-Mouse CD3 (17A2) eFluor® 450
Anti-Mouse CD45R (B220) (RA3-6B2) eFluor® 450

[ o
é | | :E_ | Anti-Mouse CD11b (M1/70) eFluor® 450
* | | =
L | \ 8 Anti-Mouse TER-119 (TER-119) eFluor® 450
” i Anti-Mouse Ly-G6 (Gr-1) (RB6-8C5) eFluor® 450
Lineage Cocktail eFluor 450 Sca-1 PE

a poté charakterizovdany pomoci APC
Anti-Mouse CD117 a PE Anti-Mouse Sca-1.Méreny a charakterizovany byly pouze Zivé buriky.
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I Identifikace lidskych hematopoetickych kmenovych bunék (HSC)

U lidi vede izolace 1in"™% /CD34'/CD90" progenitorovych bunék k izolaci homogenni
HSC populace. Kritickym testem pro HSC je jejich schopnost klinicky zachranit
hostitele postizeného myelo-ablaci, jako nasledek selhani ¢i poruchy hematopoezy a
ustanovit  dlouhodobou rekonstituci pacientova téla vSemi  potfebnymi
hematopoetickymi liniemi. Klinicka implantace HSC do nadorovych pacientl vede ke
stabilizaci $tépu a zbaveného kontaminace hematopoetickych bunék a rezidentnich
nebo metastazujicich nadorovych  bunék. Identifikace novych  znaku
hematopoetickych kmenovych bunék umozni zlepSit u€innost purifikace HSC
urcenych pro IéCbu poruch i nemoci.

Normadini lidské periferni lymfocyty byly oznaceny ,,Human Hematopoietic Lineage
Cocktail” FITC (kat. ¢. 22-7778) nebo APC (kat.c. 22-7776) obsahujici:

: Anti-Human CD2 (RPA-2.10) FITC/APC
|'|| = Anti-Human CD3 (OKT3) FITC/APC
. 1 2 Anti-Human CD14 (61D3) FITC/APC
S || | s Anti-Human CD16 (CB16) FITC/APC
- ',N.' 'l g 1 F Anti-Human CD19 (HIB19) FITC/APC
f | Anti-Human CD56 (CB56) FITC/APC
s i BT RS Anti-Human CD235a (HIR2) FITC/APC

a poté charakterizovdany pomoci Alexa Fluor® 647 Anti-Human CD34 a PE Anti-Human
CD59.

I Fenotyp hematopoetickych kmenovych bunék

NizZe uvedené tabulky shrnuji akceptované fenotypy pouzitelné pro izolaci lidskych i
mySich hematopoetickych bunék a vyvojovych mezistadii lymfoidnich i myeloidnich

linii.

Identifika¢ni schémata lidskych hematopoetickych bunék

Hematopoietic Stem Cell Lin-CD34+CD38-CD90+CD45RA-
Multipotent Progenitor Lin-CD34+CD38-CD90-CD45RA-
Common Myeloid Progenitor Lin-CD34+CD38+IL-3RaloCD45RA-

Common Lymphoid Progenitor Lin-CD34+CD38+CD10+



Identifikacni schémata mysich hematopoetickych bunék

Multipotentni, CD34/FIk2 linie

LT.HSC.34F.BM
ST.HSC.34F.BM
MPP.34F.BM
Multipotentni, SLAM linie
LT.HSC.SL.BM
ST.HSC.SL.BM
Oligopotentni linie
CLP.BM

CMP.BM

MEP.BM

GMP.BM

CD34-Flk2-Lin-c-Kit+Scal+
CD34+Flk2-Lin-c-Kit+Scal+
CD34+Flk2+Lin-c-Kit+Scal+

CD150+CD48-Lin-c-Kit+Scal+
CD150-CD48-Lin-c-Kit+Scal+

FIk2+IL7Ra+c-Kit+Scal+Lin-
Lin-Thyl-IL7Ra-Scal-c-
Kit+FcyRlloCD34+
Lin-Thyl-IL7Ra-Scal-c-
Kit+FcyRlloCD34-
Lin-Thy1-IL7Ra-Scal-c-
Kit+FcyRIhiCD34+
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