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ANOTACE

Tato bakaléfska prace se zabyva regeneraci ledvin. V tvodu této prace je obecné
popsana stavba ledvin, jednotlivych ¢asti nefronu a funkce ledvin. Dalsi Cast je zaméfena
na poSkozeni ledvin a mozné piistupy k jejich nasledné regeneraci. V praci jsou
podrobnéji popsany signalni drahy a jednotlivé ristové faktory, které se mohou v procesu
regenerace uplatiiovat. Na zavér je diskutovan mozny vliv kmenovych bunék pii

regeneraci ledvin.

KLICOVA SLOVA

Ledviny, akutni poSkozeni ledvin, regenerace ledvin, rustové faktory, kmenové

bunky.



ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on the topic of kidney regeneration. At the
beginning of this work are described the general structure of kidneys, individual parts of
nephron and kidney functions. The next part of this work is focused on the kidney injury
and possible approaches to the renal regeneration. The signal pathways and the individual
growth factors that can be applied in the renal regeneration processes are described more
detailed. Finally, the possible effect of stem cells in kidney regeneration is discussed.
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Kidneys, acute kidney injury, kidney regeneration, growth factors, stem cells.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AKI
Akt
Ang
EGF
FGF
GSK-3
HGF
IGF-1
JAK
KB
MAPK
mTOR
PI3K
STAT
TGFB-1
VEGF

Wnt

Acute Kidney Injury — akutni poskozeni ledvin

Protein Kinase B (= PKB)

Angiopoetin

Epidermal Growth Factor — epidermalni rustovy faktor

Eibroblast Growth Factor — fibroblastovy ristovy faktor

Glycogen Synthase Kinase-3

Hepatocyte Growth Factor — rustovy faktor hepatocytt

Insulin-like Growth Factor 1 — rastovy faktor-1

Janus-Activated Kinase

Kmenové Builky

Mitogen-Activated Protein Kinase

Mammalian Target Of Rapamycin

Phosphatidyllnositol-3-Kinase

Signal Transducer and Activator of Transcription

Transforming Growth Factor Beta 1 — transformujici ristovy faktor beta-1
Vascular Endothelial Growth Factor — vaskularni endotelidlni rastovy faktor

Wingless-type MMTV integration site family
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1. (VOD

Ledviny hraji nezastupitelnou roli v procesu vylu¢ovani odpadnich produktu
metabolismu endo- a exogennich latek z téla. Timto zpusobem jsou z téla odvadény
odpadni produkty. Vzhledem k tomu, ze poskozeni ledvin neziidka kon¢i imrtim, je
velmi dulezité studovat sméry, které mohou napomoci pii procesu jejich regenerace.
I pies to, ze je V ledvinach za fyziologickych podminek omezeny obrat bunék, ma tento
organ pozoruhodnou schopnost obnovit funkci a piezit rizna poskozeni. EXistuji rizné
zpusob, jak pfimét ledviny se regenerovat. Jednou z moznosti jsou rustové faktory ¢i
makrofagy, které tyto faktory mohou vyluc¢ovat. Schopnost dediferenciace, kterou maji
zejména epitelové bunky proximalnich tubuli, ma také své zastoupeni v této
problematice. Dale lze pii regeneraci vyuzit modulaci signalnich drah ¢i faktory
ovlivitujici angiogenesi. Velmi perspektivnim feSenim v oblasti renalni regenerace je také

vyzkum kmenovych bunék a bioinzenyrstvi.
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2. Anatomie a histologie ledvin

Ledviny jsou parovy organ fazolovit¢ho tvaru odpovédné za tvorbu moci
(Krsti¢, 1991). V organismu plni pfedevs§im vyluc¢ovaci funkci. Nezastupitelnou roli maji
také v udrzovani homeostazy, ke které ptispivaji pohotovymi zménami v mnozstvi a
sloZzeni moci. Prostfednictvim moci se z téla odvadéji odpadni produkty metabolismu
endogennich (mocovina, kreatinin, kyselina mo¢ova aj.) a exogennich latek (1éky, jedy ¢i
tézké kovy), ¢i prebytek vody a soli. Dale ledviny piispivaji k zabezpeceni fady
biologickych funkci organismu (udrzovani stalého objemu a osmolality extracelularni
tekutiny, udrzovani acidobazické rovnovahy, regulace krevniho tlaku prosttednictvim
sekrece reninu, fizeni krvetvorby tvorbou erytropoetinu, podil na tvorbé aktivni formy
vitaminu D3 aj.) (Merkunova et al., 2008).

Tento parovy organ je ulozen retroperitonedlné v duting bii$ni po obou stranach bederni
patete (Merkunova et al., 2008). Ledviny jsou mobilni a jejich poloha se méni v prubéhu
dychani. Prava ledvina se v$ak nachazi o néco nize nez leva, nebot” jsou nad ni ulozena
jatra (Wood et al., 2008). Kazda ledvina je dlouha pfiblizné 10 — 12 cm, Siroka 5 — 7 cm,
tlusta 3 — 7 cm a vazi praimérné 130 — 150 g (Moinuddin et al., 2015). Parenchym ledvin
je rozdélen na vné&jsi kiru a vnitini dent. Renalni kira je granulovana blast, ktera je Siroka
priblizné 7 — 10 mm. Sklada z renalnich télisek, proximalnich a distalnich sto¢enych
tubull nefrontl, obloukovych sbérnych kanalkd a medularnich paprski. Dren ledvin je
jemné pruhovana oblast, ktera je slozena z8 — 18 renalnich pyramid Jejich papily
pronikaji do mensich kalichd, jejichz zaklady sousedi s ktrou. Ze zakladny kazdé
pyramidy se rozprostiraji medularni paprsky, které jsou soucasti kliry. Dfen je slozena z
pfimych proximalnich a distalnich tubuli, Henleovych klicek, sbérnych kanalkl a
papilarnich kanalkd (Wood et al., 2008; Krsti¢, 1991, de Boer et al., 2016).

Medialni stranu ledviny tvofi oblast, ktera se nazyva hilus, kterym vstupuji a
vystupuji lymfatické cévy, krev a nervové bunky, a ze kterého vychazi mocovod. Hilus
se otvira do zplostelé dutiny zvané ledvinovy sinus, ktera je plna bilé adipdzni tkan€, pres
kterou prochazi renalni tepna a zila, lymfatické cévy a nervové bunky. V renalnim sinu
je Cast, ktera se nazyva ledvinova panvicka, kterd je spojend s moCovym méchyiem a
malymi a velkymi kalichy. Stroma ledviny se skldda z vlaknitého pouzdra, které je
tvofeno hustou pojivovou tkani a volnou pojivovou tkani. Zvenci je ledvina obalena

tukovym pouzdrem (Moinuddin et al., 2015; Krszi¢, 1991; de Boer et al., 2016).
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2.1 Struktura a funkce nefronu

Zakladni funk¢ni jednotkou ledvin jsou nefrony a v kazdé ledving jich je vice nez
milion. Nefron je ¢lenén na heterogenni glomerularni (glomerulus, Bowmanovo poudro)
a tubularni ¢asti (proximalni tubulus, Henleova klicka, distalni tubulus, sbéraci kanalek),
které jsou tvofeny riaznymi epitelidlnimi bunéénymi populacemi. Jednotlivé bunky tvofici
danou cast nefronu maji vysoce specializované strukturalni i funk¢ni vlastnosti, které se
V jednotlivych ¢astech nefronu rizni. Diky témto rozdilnostem jsou jednotlivé Casti
nefronu uzpisobeny k vykonavani jednotlivych funkci (Pfaller et al., 1998).

Existuji dva typy nefront — juxtamedularni a kortikalni nefrony. Juxtamedularni
nefrony jsou uloZeny v kufe blizko dfené. Jsou charakterizovany renalnim téliskem, které
je vétsi nez telisko kortikalnich nefroni dlouhou Henleovou kli¢kou a jejich dlouhym
tenkym segmentem. Kortikalni nefrony jsou ulozeny v okrajové ¢asti kiry. Tento typ
nefrontt ma krat§i Henleovu klicku nez nefrony juxtameduldrni a velmi kréatky tenky
segment (obrazek 1) (Zhuo et al., 2013; Toribio, 2008; Krsti¢, 1991).

Pocet nefrond je definitivni uz pfi narozeni. Nové nefrony se v pribéhu zivota
netvori. Existujici nefrony se mohou pouze zvétsovat K tomu mize dojit v obdobi ristu,
pfi redukci poctu nefront v disledku poSkozeni ledvin nebo odstranénim jedné ledviny.
Za klidovych fyziologickych okolnosti nejsou vSechny nefrony funkéni,

ve funkci se totiz stiidaji (Merkunova et al., 2008).
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Obrdzek 1 — Nefron — popis a rozdéleni na kotikalni a juxtameduldarni

nefrony (upraveno podle Sgouros et al., 2011).

2.1.1 Ledvinné elisko

Ledvinné neboli Malpighiho télisko je prvni ¢asti nefronu a sklada se z glomerulu
a Bowmanova pouzdra (obrazek 2) (Merkunova et al., 2008). Kazdé ledvinné télisko se
sklada z cévniho a mocového polu. Pres cévni pdl vstupuji a vystupuji aferentni a
eferentni arterioly. Mocovy pol je lokalizovan naproti cévnimu, kde zac¢ind proximalni
sto¢eny tubulus. Na vstupu do ledvinného téliska se aferentni arteriola rozdéli do Ctyf az
osmi hlavnich vétvi, z nichZ se kazda §iii do sit€ glomerularnich kapilar. Kapilary z kazdé
primarni vétve tvoii glomerularni lalicek. VSechny kapilary se schazeji a tvoii eferentni
arteriolu (Krsti¢, 1991). V ledvinném télisku dochazi k filtraci krevni plasmy a tvofi se
tak primarni moc¢. Denné se vytvoii 180 1 primarni moci, kdeZto objem mo¢i definitivni
se pohybuje v rozmezi 1 — 1,5 | (Merkunova et al., 2008, Eckardt et al., 2013).

Bowmanovo pouzdro je dvojsténny obal obklopujici glomerulus. Jeho parietalni sténa se

nazyva kapsularni epitel. Jednd se o jednoduchy dlazdicovity epitel, ktery se sklada
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z velmi zplostélych polygonalnich buné€k lezicich na bazalni membrané. Kapsularni epitel
plynule ptechdzi na kubicky epitel proximalniho sto¢eného tubulu. Vnitini sténa
Bowmanonova pouzdra dospélé ledviny je tvoiena podocyty, které u cévniho pdlu
ledvinného téliska prechdzina kapsularni epitelialni bunky, tzv. peripolarni epitelové
bunky, jez maji granulovanou cytoplasmu. Mezi glomerulem a kapsularnim epitelem je
Stérbina, ktera pfipomind Bowmaniiv prostor, do které se filtruje primarni moc
(Krsti¢, 1991; Kurts et al., 2013).

Glomerulus ptedstavuje klubko tvotené 10 — 50 kapilarnimi vlase¢nicemi, které
jsou uzaviené v Bowmanoveé pouzdre, a je pokryt jeho visceralni st€énou. Kromé kapilar
se v glomerulu nachézeji podocyty a mesangialni bunky. Kapilarni kli¢ky glomerulu
odstupuji z vas afferens a krev po pratoku klubickem odtéka do vas efferens.
Glomerularni kapilary jsou terminalnim odvétvim aferentni aterioly. Jsou fenestrovaného
typu a nckteré pory maji vetsi nez ty, které jsou v jinych fenestrovanych
kapilarach. Celkova plocha viech glomerularnich kapilar je piiblizng 1,5 m?
(Toribio, 2008; Kurts et al., 2013; Krsti¢, 1991).

Endotelové buiky obklopuje husta glomerularni bazalni lamina. Perikaryon
endotelovych bun¢k se vybouli do lumenu kapilary, ten se obvykle nachazi smérem
K mesangialnim bunkam. Vnitini struktura téchto endotelovach bunék je podobna
ostatnim endotelovym buiikdm. Podocyty jsou velké hvézdicovité buiiky, které obklopuji
glomeruldrni kapilary. Jejich perikaryon mize byt kulaty nebo protdhly a muze byt
vybouleny do Bowmanova prostoru. Jadro je ovalné S jemné rozptylenym chromatinem
a ma vyrazné jadérko. Cytoplasma podocytl je jasna, obsahuje kulaté nebo protahlé
mitochondrie, dobfe vyvinuty Golgiho aparat, kratké cisterny z drsného
endoplasmatického retikula, lysozomy, mikrotubuly, mikrofilamenta a né¢kolik volnych
ribozomu. Pedikly podocytli se rozmistuji po vnéjSim aspektu glomerularni bazalni
laminy. Vsechny procesy probihajici v podocytech vytvari pedikly, které se ve velké mire
prolinaji s pedikly jinych podocyti. Pfes jemné Stérbiny, které jsou mezi pedikly se
filtruje primarni mo¢ z glomerularnich kapilar. Mesangialni buniky jsou vietenovité nebo
nepravidelné bunky, které se nachdzi mezi glomerlarnimi kapilarnimi klickami
(Krstic, 1991).

Glomerularni filtracni membrana je tfivrstva sténa, ktera separuje glomerularni
kapilary od Bowmanova prostoru. Tato membrana se skada z fenestrovaného endotelu

glomerularnich kapilar, glomerularni bazéalni laminy a glomeruldrni Stérbinové
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membrany. Prvni zminéna Cast je tvotfena kulatymi a ovalnymi pory, které maji v priméru
65 — 100 nm a pouze n¢kolik port je uzavieno jemnou membranou. Glomeruldrni bazalni
lamina je kontinualni tfivrstva vlaknita sit’ jemnych vlaken, ktera je 250 — 450 nm silna,
a obklopuje vnéjsi aspekt glomeruldrnich kapilar. Glomerularni §t€rbinova membrana je
velmi tenkd membrana, kterd se nachdzi mezi pedikly. Normaln¢ tato membrana
nasleduje rozlozeni pedikli, ale mezi nékterymi pedikly mize chybét. Krevni plasma je
filtrovana pfes tuto membranu filtranim tlakem. Vé&tSi proteinové molekuly, jako
jsou napiiklad globuliny, jsou zadrzovany glomerularni bazalni laminou

(Kurts et al., 2013; Krsti¢, 1991).

Bowman’s capsule
P Glomerular

basement
membrane

Podocyte

-Endothelial
cell

Bowman's
space

Mesangial
cell ,
epithelial

h a cell
; Tubular
epithelial

e n cell
J % § U

Obrazek 2 — Popis morfologie rendlniho téliska
(upraveno podle Kurts et al., 2013).

2.1.2 Tubuldrni casti nefronu
Mezi tubularni ¢asti nefronu patii proximalni tubulus, Henleova klicka, distalni
tubulus a sbérny kanalek (obrazek 3). Proximalni tubulus je dlouhy asi 10 — 12 mm, Siroky

30 — 60 pm a nachdzi se mezi ledvinnym téliskem a zacatkem tenkého segmentu
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Henleovy klicky. Skldda se z proximalniho stocené¢ho tubulu, ktery je umistény mezi
medularnimi paprsky v kortikalnim labyrintu, a pfimého tseku, ktery je umistény uvnitt
medularnich paprskl a ¢aste¢né uvnitt meduly. V urcité hloubce se proximalni piimy
tubulus nahle zuzuje, a praveé v tomto miste zacina tenky segment, ktery také mifi hloubé&ji
do dfené. Rlzné tenké segmenty pronikaji do riiznych hloubek, pak se otoci vlasenkovou
klickou zpét smérem ke kafe a nahle se zvétsi do distalniho piimého tubulu. Ze diené
pokracuje tento tubulus do medularniho paprsku, opousti ho a vstupuje do kortikalniho
labirintu jako distalni stoCeny tubulus, kde tvofi tésné zhustélé klicky v blizkosti

ledvinného téliska (Krsti¢, 1991).

Proximal tubular cell
(S-1,5-2 segment)

5 Collecting duct cell
(principal cell)

Obrazek 3 — Popis morfologie tubularni casti nefronu

(upraveno podle Pfaller et al., 1998).
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Epitel proximalniho tubulu je jednoduchy kubicky, ktery tvoii buiiky s centralnim
kulatym jadrem a kartaCovitym okrajem na apikalnim polu (Krstic, 1991). Kazdy
proximalni tubulus se sklada ze tfi propojenych segmentl. S1 segment tvoii pocatek a
sttedni Cast sto¢eného proximalniho tubulu. S; segment zahrunuje kone¢nou cast
sto¢en¢ho proximalniho tubulu a zacatek piimého proximalniho tubulu. Posledni S3
segment tvofi zbyvajici ¢ast ptimého proximalniho tubulu. Kortikalni a juxtamedulérni
nefrony jsou tvofeny Si a Sz segmenty proximalniho tubulu. U kortikalnich nefronti jsou
proximalni pfimé tubuly tvofeny z Sz a Sz segmenttl, zatimco u juxtamedularnich nefrond
jsou piimé proximalni tubuly tvofeny pouze segmentem S3. Buniky Si1 segmentu maji
V porovnani s Sz a Sz segmenty rozvinutéj§i membranu kartdCovitého lemu s vétSim
poctem mikroklkli, obsahuji vétsi mnozstvi mitochondrii a dobfe vyvinuté Golgiho
aparaty v cytoplasmé. Diky témto charakteristickym morfologickym a funkénim
vlastnostem, jenz jsou dany zna¢nou expresi fady specifickych transportnich proteinti a
enzymu, maji tyto bunky nejvétsi kapacitu pro metabolismus endo- a exogennich latek,
aktivni transport sodiku, aminokyselin ze téchto renalnich tubularnich segmentt
(Zhuo et al., 2013) V proximalnim tubulu je zpétné vstiebavana vétsina primarniho
filtratu vytvofeného v glomerulu a snizuje se zde celkovy objem této tekutiny.
Kromé toho se proximalni tubuly podileji také na reabsorpci cukri a glukoneogenesi
(Zhuo et al., 2013; Krsti¢, 1991).

Henleova klicka tvofi spojku mezi proximalnim a distalnim tubulem. Sklada se
z tlusté a tenké sestupné Casti a tenké a tlusté vzestupné Casti. Tato klicka pronika do
ruznych hloubek diené podle toho, zda se jedna o nefron kortikalni ¢i juxtamedularni.
Nejvyznamnéjsi funkci Henleovy klicky je zpétné vtiebavani vody a sodiku
(Palm et al., 2005; Krsti¢, 1991).

Mezi koncem vzestupné ¢asti tenkého segmentu Henleovy kli¢ky je lokalizovan
pfimy usek distalniho tubulu, zatimco do sbéraciho kanalku usti Gsekem stocenym.
Distalni tubuly jsou tvofeny jednoduchym kubickym epitelem lezicim na bazalni
membrané. Jadra téchto epitelialnich bun¢k, nazyvanych také jako nefrocyty, se nachazeji
u apikdlnim p6lu bunek blizko lumen tubulu. Distani buniky nemaji na apikalni strané
kartacovity lem, ale pouze nepravidelné rozmisténé mikroklky a fasinky. Distalni tubulus
obvykle ptichazi do kontaktu s cévnim polem ledvinného téliska mezi dvéma arteriolami.
V tomto bodé se epitel tubulu méni na sloupcovity, ¢imz se tvoii macula densa

(Krsti¢, 1991). Macula densa spolu s extraglomerularnimi mesangialnimi bufikami a
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juxtaglomerularnimi buiitkami ve sténé aferentni arterioly tvoii juxtaglomerularni aparat.
Dochazi zde opét ke zpétné resorpci vyznamného mnozstvi tekutiny, ktera sem piitéka z
predchozich tseki nefronu. V distalnim tubulu jsou sodné ionty pumpovany ven z lumen,
voda a chloridové ionty jsou transportovany do dfefiového intersticia, coz prispiva ke
koncentrovani moci (Krsti¢, 1991; Toribio, 2008).

Posledni ¢asti je sbéraci kanalek. Touto ¢asti nefronu je odvadéna definitivni mo¢ do
renalni panvicky (de Boer et al., 2016). Rizné segmenty sbéraciho kanalku hraji rizné
role v ovliviiovani koncentrace moc¢i. Segmentace tohoto kanalku je odlisna od ostatnich
¢asti nefronu, nebot’ je zaloZena na poloze, nikoli na typu buniky. Prvni ¢asti je kortikalni
sbérny kandlek, ktery zacind na spojeni s kortikdlnim spojovacim segmentem a bé&zi
relativn€ rovné a nerozvétvené smérem ke spojeni kiry a diené. V tomto spojeni vznika
dalsi cast, kterd se nazyva vné&jsi medularni sbéraci kanalek. Ten sestupuje az k mistu
spojeni vnitii a vn&jsi diené. Vné&j$i medularni sbéraci kanalek je rovny segment bez
rozvétveni. Posledni ¢asti je vnitini medularni kanalek, ktery je terminalnim nefronovym
segmentem, a zaéina spojenim vn&jsi a vnitini dfen€. Hlavnim tkolem kortikalniho
sbérného kanalku je nartist koncentrace mocoviny v pribéhu jeho délky a dodavat mo¢
s vysokou koncentraci mocoviny do dalsi ¢asti kanalku. To je disledkem adsorpce soli a
vody. V této ¢asti dochazi k aktivni resorbei sodiku a sekreci drasliku. Ve vnéjsim
meduldrnim sbérném kanalku nedochazi k trasportu soli. Tato ¢ast je nepropustnd pro
mocovinu, ale je vysoce propustna pro vodu. Proto je transport tekutiny s vysokou
koncentraci mocoviny do dal$i ¢asti kandlku hlavni funkci vnéjSiho medularniho
sbérného kanalku. Hlavni funkci vnitiniho sbérného kandlku je transport mocoviny do

papilarniho intersticia a vytvofeni koncentrované moc¢i (Kokko, 1987).

3. Regenerace ledvin

Onemocnéni ledvin je definovano jako heterogenni skupina poruch, které
ovlivilyji strukturu a funkci ledvin. Dokonce i mirné zmény v parametrech jsou spojeny
se zvySenym rizikem jejich selhani. Onemocnéni ledvin muze byt definovano jako
akutni nebo chronické podle zavislosti na délce trvani (< 3 mésice vs > 3 meésice)
(Eckardt et al., 2013). Akutni poSkozeni ledvin (AKI — Acute Kidney Injury), diive znamé
také jako akutni selhani ledvin, je syndrom, ktery je charakterizovan rychlym (hodiny az
dny) sniZzenim rendlni vyluCovaci funkce. Dochdzi pfi ném k hromadéni produktt

dusiku (kreatin a mocovina) a jinych klinicky namétenych odpadnich produktt
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(Bellomo et al., 2012). Tento patologicky stav je spojen se Spatnou progndzou, ktera vede
k dlouhodobym pobytiim v nemocnici a na jednotkach intenzivni péce, a neziidka mutze
také skoncit umrtim pacienta. Prognéza pro pacienty s AKI zavisi na zakladni etiologii
od tplného uzdraveni az po kone¢né selhani ledvin (Raina et al., 2017). Souvislost mezi
AKI a chronickym onemocnéni je slozita. AKI mtze vést k chronickému onemocnéni
ledvin, ale i chronické onemocnéni ledvin muze nakonec vyustit v AKI
(Eckardt et al., 2013).

Priciny AKI Ize rozdélit na prerendlni, renalni a postrenalni. Pti prerenalnim AKI
vede snizena hypoperfuze ke snizené glomeluralni filtraci jako adaptivni reakce na rizné
extrarenalni poSkozeni (systémova hypotenze, rendlni vaskularni stenoza, trombodza,
systolické nebo  diastolické srde¢ni selhani ¢i  hepatorenalni  Ssyndrom)
(Lameire et al., 2013). Tento typ AKI je nejbéznéjsi u déti a aktivuje homeostatické
kompenza¢ni mechanismy pro obnoveni prokrveni ledvin. Renalni forma AKI zahrnuje
akutni, ¢asto rychle progresivni glomerulopatie, akutni vaskulitidy, akutni intersticidlni
nefritidy a akutni tubularni nekr6zy (Lameire et al., 2013). Dochazi k ni pti poskozeni
vnitini renalni struktury, jejiz pti¢inou mohou byt naptiklad ischemie, nefrotoxické 1éky,
glomerularni onemocnéni nebo mikrovaskularni onemocnéni. Tubularni buniky piimého
segmentu proximalniho tubulu a tlustého vzestupného raménka Henleovy klicky jsou
obzvlasté citlivé na ischemické posSkozeni diky vysokym narokim na ATP
(Raina et al., 2017). Postrenalni AKI mize byt zplisobena vrozenymi nebo ziskanymi
obstrukcemi mocovych cest. Odstranéni piekazky obvykle vede k obnové funkce ledvin
s vyjimkou pacientil trpici renalni dysplazii. U pacienta s obéma funkénimi ledvinami
musi byt obstrukce oboustranna, aby vedla k rozvoji AKI (Sengupta, 2013).

Mezi rizikové faktory AKI patii diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni,
chronické onemocnéni jater a rakovina. Syndrom zhmozdéni je reperfuzni poskozeni,
ke kterému dochazi po ischémii kosterniho svalstva zplisobené dlouhodobym stalym
tlakem. Po uvolnéni tlaku mtize dojit k objemové depleci a k obéhovému selhani, coz
vede k tomu, ze je velké mnozstvi myoglobinu a drasliku uvolnéno do ob&hu, ¢imz mize
nasledné dojit k akutnimu tubularnimu poskozeni a hyperkalemii. Mezi nejvyznamné;si
rizikové  faktory  patfi = preexistujici =~ chronické  onemocnéni  ledvin,
které se mulze projevovat jako snizeni glomerularni filtrace nebo proteinurie

(Lameire et al., 2013).
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Dospéla ledvina ma pozoruhodnou schopnost piezit poskozeni a obnovit funkci
i pfes to, Ze je Vv ledvinach za fyziologickych podminek omezeny obrat bunék
(Meyer—Schwesinger, 2016). Ledvinné bunky maji schopnost regenerovat za
ptedpokladu, ze je toto poskozeni omezeno a struktura ledviny zlstava beze zmény
(Eymael et al., 2016). Oproti jinym organim ma ledvina jen omezenou regeneracni
schopnost. Regenerace ledvin zahrnuje opravy ledvin nebo opétovny rist jednotlivych
¢asti nebo celého nefronu pii jejich onemocnéni. Neonephrogenesis neboli schopnost
regenerovat  tkan ledvin  neni obvykle charakteristickym rysem savcu.
organu, protoze je tvorena vysoce heterogennimi anatomickymi strukturami. Mnoho
studii v oblasti regenerace ledvin, které byly provedeny pifedev§im na zvifecich
modelech, odhalily mozné zpisoby modulace ledvinnych bunék pomoci
farmakologickych nebo genetickych piistupti. Nékterymi dal§imi slibnymi strategiemi
Vv regenerativni medicing ledvin jsou terapie pomoci progenitorovych a kmenovych bunék

(KB) nebo obnoveni renalni mikrocirkulace (obrazek 4) (Chou et al., 2014).
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Obrazek 4 — Regenerativni pristupy k rendalnimu poskozent
(Chou et al., 2014).

3.1 Mechanismy regenerace ledvin
Skéala onemocnéni ledvin je §irokd. Poskozeny mohu byt rizné typy bundk
(podocyty, tubularni epitelové bunky, mesangialni buriky nebo endotelialni bunky).

Subletalni poskozeni ovliviiuje funkci ledvin v riznych stupnich, ale také aktivuje
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mechanismy odpovédné za regeneraci poskozenych tkani ledvin. Podle souc¢asnych studii
existuji ~ Ctyfi  kliCové  procesy uplatiujici se vyznamné V  regeneraci
ledvin - pfeprogramovani endogenni ledvinné bunky, migrace makrofagh a bunck
odvozenych z kostni dfen¢ do ledvin, renalni diferenciace, neboli vyvojové rozriznéni,
progenitorovych bunék a neoangiogenese (Chou et al., 2014). Podle vysledki nékterych
studii se zda, ze v disledku dediferenciacnich (dedifererenciace je ztrata specifickych
vlastnosti) procest V ledvinach béhem jejich reparace, je regeneracni proces podobny
samotnému vyvoji ledvin. Nékteré dulezité geny ovliviujici neonefrogenezi se mohou
totiz podilet na regulaci regenerace rendlnich bunék a tkdné¢ po jejich poSkozeni
(Martin et al., 2004; Monte et al., 2007).

Na regeneraci ledvin se muze podilet cela fada bunék. Napiiklad poSkozené
proximalni tubularni bunky se mohou mnozit a dediferencovat se do ptedchoziho
diferencia¢niho stavu (Chou et al., 2014; Hendry et al., 2012). Pouziti technologie fate-
mapping, coz je technika, ktera slouzi ke sledovani osudu buné¢né populace, ukazala, Ze
ptezivajici tubularni epitelové buiiky jsou hlavnim zdrojem novych bunék pfi oprave
postischemického poskozeni nefronu (Chou et al., 2014; Benigni et al., 2010). Dalsim
typem bunék, které se mohou podilet na regeneraci ledvin, jsou také distalni tubularni
buiiky. Bylo dokazano, ze tyto buiiky mohou uvoliovat urité rustové faktory jako
napiiklad epidermalni rustovy faktor (EGF — Epidermal Growth Factor), insulinu
podobny ristovy faktor-1 (IGF-1 — Insulin-like Growth Factor-1) nebo hepatocytarni
rustovy faktor (HGF — Hepatocyte Growth Factor). Tyto opravné ristové faktory mohou
pusobit na receptory v proximalnich tubularnich epitelovych buiikach a podporovat jejich
regeneraci diky parakrinnimu efektu. Za zminku pfi regeneraci ledvin stoji také
makrofagy, které podporuji hojeni ran a reparaci diky produkci celé fady rastovych
faktori, z nichz jeden z nich je nazyvany Wingless-type MMTYV integration site family
(WNT) member 7b (Chou et al., 2014).

Integrita cévniho zasobeni také muize mit vliv na regeneraci ledvin po jejich
poskozeni. Studie Zhuang et al. (2010) zjistila, Ze novy vyvojovy gen sSignal
peptide-(complement protein C1r/Cls, Uegf, and bone morphogenetic protein)-EGF
domain-containing protein 1 je exprimovan v endotelovych bunkach. Jeho in
vitro suprese muze inhibovat proliferaci tubularnich epitelovych bun¢k. Normalni
renalni pericyty mohou udrzovat stabilitu mikrocirkulace. Trvald aktivace

pericyti/perivaskularnich fibroblasti podporuje renalni fibrozu, nicméné piechodna
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aktivace pericyti obklopujici poskozené tubuly muze byt fyziologickym procesem
opravy, a muze byt prospésna pro funk¢ni zotaveni po akutnim poskozeni ledvin.
Ledvinné fibroblasty produkuji cytokiny (fibroblastové rustové faktory-1 a -7), které
stimuluji proliferaci renalnich tubulérnich epitelovych bunék podporujicich prospésnou

ulohu aktivovanych pericytt v prabéhu opravy ledvin po AKI (Chou et al., 2014).

3.1.1 Ruastové faktory

Zasadni roli v regulaci procesu regenerace ledvin hraji rizné ristové faktory
a cytokiny (tabulka 1) (Tarloff et al., 2004). Pii studiich AKI na zvitecich modelech byly
podany ristové faktory - EGF, HGF nebo IGF-1. Po podani téchto faktort byl pozorovan
pokles umrtnosti zvitete, nebot’ doSlo k obnoveni funkce ledvin a jejich uvedeni do
normalu. Ristové faktory mohou byt vylu¢ovany tubuldrnimi epitelidlnimi bunikami,
které piezily poSkozeni. Tyto renalni buiiky jsou timto zpiisobem ziejmé zapojené do
regeneracniho mechanismu ledvin. Dal§im typem buné¢k, ktery mlize exprimovat riistové
faktory jsou mezenchymalni KB, které sekretuji vaskularni endotelialni rastovy faktor
(VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor), HGF ¢i IGF-1, a tim usnadiiuji zotaveni
ledvin po jejich poskozeni. Mechanismus u¢inku sekrece ristovych faktort 1ze rozdélit
na 1) autokrinni, kdy ledvinné bunky samy sob&é vylucuji rustové faktory,
2) parakrinni, kdy rdstové faktory pusobi na blizké buiky a 3) endokrinni,
kdy je faktor vylu€ovan do krve a tim je transportovan k cilové buiice

(Flaquer et al., 2010; Vona-Davis et al., 2007).
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Tabulka 1 — Prehled riistovych faktori ucastnicich se regenerace ledvin.

Riistovy faktor Utinek
Epidermalni rustovy Stimuluje regeneraci konfluence proximalnich tubularnich bunék kraliku,
faktor indukuje bunééné proliferace a migrace mesenchymalnich KB.
Vaskularni andotelialni Zachovava renalni mikrovaskulaturu, zlepsuje funkci ledvin a snizuje
rustovy faktor renalni fibrozy.
Hepatocytarni ristovy Hraje dulezitou roli pfi mitogenezi, motogenezi, morfogenezi, ma anti-
faktor fibrogenni a anti-apoptotické G¢inky.

Urychluje opravu a regeneraci poskozeného epitelu po
ischemicko/reperfuznim poskozeni, snizuje akutni nefrotoxicitu
cyklosporinu, je cytoprotektivni.

Insulinu podobny
rustovy faktor-1

Fibroblastovy riistovy

Hraji dulezitou roli v bunééné proliferaci a diferenciaci.
faktor-1a -7 J1 dulezitou v ou P

Transformujici rastovy

faktor beta-1 Reguluje proliferaci a diferenciaci zranénych tubularnich bunék.

3.1.1.1 Epidermalni ristovy faktor

Epidermalni rtstovy faktor je produkovan ve velkém mnozstvi v ledvinach ve
formé prekurzoru s vysokou molekulovou hmotnosti, ktery je vazan na membranu bun¢k
(Nouwen et al., 1994). Tento rustovy faktor je pfitomen zejména Vv distalnim sto¢eném
tubulu a vtlustém vzestupném raménku, zatimco receptory pro EGF se nachazi
v proximalnich tubulech (Tarloff et al., 2004).

Ke snizeni exprese EGF dochazi po vystaveni renalnich bunék gentamicinu
a HgCly, dusledkem ¢ehoz miize dojit k rozvoji AKI. Ke snizeni hladiny EGF prekursoru,
EGF a jeho receptoru také dochazi po ischemicko/reperfuznim poskozeni, kdy je
pozorovana jejich nejnizsi exprese 48 hodin po ischemii. Normalni exprese EGF je
dosazeno az po uplné regeneraci ledvin. Snizeni renalni exprese EGF koreluje ve vSech
ptipadech se snizenim jeho koncentrace v moci. EGF potlacuje apoptoézu v renalnich
tubularnich buikach a zvysuje proliferaci téchto bunék napf. po obstrukéni nefropatii in
vivo. Tento ucinek je pravdépodobné spojen se snizenou indukci proteint (jako je

vimentin), které jsou spojeny se stresem (Tarloff et al., 2004).
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In vitro bylo u krali¢ich proximalnich tubularnich bunék pozorovano, Ze po
vystaveni téchto bunék terc-butylhydroperoxidu nebo S-(1,2-dichlorvinyl)-L-cysteinu,
doslo diky EGF ke stimulaci regenerace téchto bunék. Regenerace bunék v dasledku
tohoto faktoru byla sledovana nartstem konfluence neboli souvislé vrstvy bunék na dné
kultiva¢ni nadoby. Dale bylo také prokazano, ze mize tento faktor ovliviiovat indukci
bunécéné proliferace a migrace mesenchymalnich KB in vitro (Flaquer et al., 2010;
Tarloff et al., 2004).

3.1.1.2 Vaskularni endotelialni ristovy faktor

Tento faktor je prominentni enogenni angiogenni cytokin, ktery se podili na
regulaci rastu cév ve zdravé i poskozené tkani. Hlavnim zdrojem vaskularniho
endotelialniho ristového faktoru jsou v ledvinach tubularni epitelové buiky a podocyty,
které jsou zaroven i hlavnimi cili tohoto rastového faktoru (Chade, 2015). Renalni
ischemie inhibuje expresi VEGF prostiednictvim rtiznych mechanismt napt. pfesunutim
rovnovahy z proangiogenniho k antiangiogennimu prostiedi, ¢imz muze inhibovat
opravu ledvin (Flaquer et al., 2010).

DalS$im zdrojem mohou byt také mezenchymalni bunky, které tento faktor
exprimuji, @ mohou ho vyuzit k renoprotekci prostfednictvim parakrinniho pusobeni,
(Flaquer et al., 2010). U zviteciho modelu bylo prokazano, ze intrarenalni terapie pomoci
VEGF muize vést k zachovani renalni mikrovaskulatury, zlepseni funkce ledvin a také
snizeni renalni fibrozy (Chade, 2015). U modelt endotelialni 1éze byl ke stimulaci
progenitorovych bunc¢k pouZit erytropoetin. Bylo zjiSténo, Ze selektivni poskozeni
endotelialnich bunék vede k vyrazné stimulaci endotelovych progenitorovych bungk,
hematopoetickych kmenovych bunék a riznych faktorti pro angiogenesi, véetné VEGF,
které tak prispivaji k mikrovaskularni opravé (Hohenstein et al., 2010)

3.1.1.3 Hepatocytarni rustovy faktor

Hepatocytarni rustovy faktor je ve tkanich pfitomen v inaktivni formé. K jeho
uvolnéni z bunék dochazi diky urcitym podmétim, jako je naptiklad i poskozeni tkané
ledvin. Po AKI, které je zptisobené glycerolem, byva mnozstvi HGF receptori zvysené.
To vede ke zvySeni hladin volného HGF v jatrech, slezin¢ a plicich
(Tarloff et al., 2004).

HGF hraje roli v riznych bunéénych procesech, jako jsou naptiklad mitogeneze,

motogeneze a morfogeneze. V ledvinach je HGF velmi dilezity zejména pti vyvoji ledvin
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a jejich regeneraci (Tarloff et al., 2004). Interakce HGF a jeho receptort vede k aktivaci
tyrosinkinasy, coz ma za nasledek stimulaci mitogenni a angiogenni aktivity zejména
Vv epitelidlnich a endotelovyh bunkach. Kromé toho ma HGF anti-apoptotické a anti-
fibrogenni u¢inky. Anti-apoptoticky efekt je v pfimém vztahu k fosfatidylinositol-3-
kinasa/Akt signalni cesté, zatimco anti-fibrogenni uCinek je spojen s jeho
antagonistickym  plsobenim  na  transformujici  rGstovy  faktor  beta-1
(TGFB-1 - Transforming Growth Factor Beta-1). HGF je schopen pusobit proti
profibrotickému ptsobeni TGFB-1 v riiznych renalnich butnikach prostfednictvim riiznych
mechanismt uc¢inku, z nichz vynika inhibice epitel-mezechymalni tranzice, kdy tento
bunécény program vede ke zméné epitelidlniho fenotypu buniky v mezenchymalni typ
(Matéjka et al., 2017)). Je také znamo, ze HGF zpusobuje snizeni exprese TGFp-1
receptortl in vivo. HGF ma také vliv na buiky kostni diené, jelikoz podnécuje pohyb KB
do mista poskozeni. Neni v§ak znamo, zda ma HGF efekt na bunécnou mobilizaci a/nebo
lokalizaci na tyto bunky. Ze vSech jeho popsanych funkci je ziejmé, ze inhibice aktivity
tohoto rastového faktoru, muze pravdépodobné vést ke zhorSeni obnovy tkani

(Flaquer et al., 2010).

3.1.1.4 Insulinu podobny rustovy faktor-1

K produkci insulinu podobného riistového faktoru-1 dochazi prevazné ve sbérnych
kanalcich. Obdobné¢ jako v ptipadé EGF, se i hladina IGF-1 po ischemicko/reperfuznim
poskozeni snizuje, i kdyz autofosforylace receptoru IGF-1 zlstavd normalni. Aktivita
IGF-1 je zavisla nejen na expresi faktoru samotného, ale také na expresi IGF vazebnych
proteind a IGF-1 receptoru (Tarloff et al., 2004).

Tento rustovy faktor mulze indukovat hypertroficky bunécny nartst
glomerularnich bunék a proximalnich tubularnich bunék béhem rendlni regenerace po
AKI. Lécba rekombinantnim IGF-1 urychluje opravu a regeneraci poskozeného epitelu
po ischemicko/reperfuznim poskozeni, pokud je podavan 24 hodin pfed/po tomto
patologickém stavu. Tento rastovy faktor také zmirfiuje akutni nefrotoxicitu
cyklosporinu. U potkanniho modelu ischemicko/reperfuzniho poskozeni, anoxie ¢i
reoxygenace bylo nalezeno, ze je rekombinantni lidsky IGF-1 cytoprotektivni. Tento jeho
ucinek byl totiz spojen Se zvySenou mitogenezi a snizenou apoptozou
(Tarloff et al., 2004).
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3.1.1.5 Fibroblastovy riistovy faktor

Fibroblastovy rastovy faktor (FGF — Fibroblast Growth Factor) patti do rodiny
ristovych faktord, ktera je tvofena piiblizn¢ 14 ¢leny. Tyto faktory hraji dulezitou roli
vV bunécné proliferaci a diferenciaci, pficemz pouze nékteré z nich jsou exprimovany
Vv ledvinach. FGF-1 je za fyziologickych podminek pfitomen v distalnich tubulech, kiie
a dfeni sbérnych kanalkt, ¢i glomerulech. Neni v8ak exprimovan Vv proximalnich
tubularnich bunkach (Tarloff et al., 2004).

Pro uréeni role FGF v regeneraci proximalnich tubularnich bunék byla zkoumana
proliferace, diferenciace a FGF-1 exprese in vivo u ledvin potkanti pied a po
nefrotoxickém vlivu S-(1,1,2,2-tetrafluorethyl)-L-cysteinu k témto buiikam. Jeden den po
poskozeni doslo ke zvyseni proliferace ptezivajicich bunék proximalniho tubulu a také
ke zvySeni exprese FGF-1 v zasahujicich mononuklearnich bunkach. Po tomto
pocatecnim vypuknuti proliferace byla exprese FGF-1 zvySena ve Spatné
diferencovanych vimentin-pozitivnich regeneracnich epitelovych buiikach. Vysledky této
studie pravdépodobné ukazuji, Ze autokrinni FGF-1 exprese Vv regenera¢nim epitelu je
pozd¢jsi faze v procesu regenerace (Ichimura et al., 1995).

Vyznamngj$i roli pii rendlnim rdstu a vyvoji hraje pravdépodobné FGF-7 nez
FGF-1. FGF-7 je ptitomen pfedevsim v renalnim intersticiu a jeho exprese muze byt
zvySena napi. po 1écbé S-(1,1,2,2-tetrafluorethyl)-L-cysteinem. Tento faktor nebyl
exprimovan v primarni kultufe epitelovych bun€k proximalniho tubulu. Toto
kombinované pozorovani naznacuje ulohu pro FGF-1 a pro FGF-7 v mitogennich
reakcich a morfogennich zménach, které mohou nastat v pribéhu procesu regenerace
ledvin (Tarloff et al., 2004).

3.1.1.6 Transformujici ristovy faktor beta-1

vvvvvv

TGF, ktera hraje dulezitou roli v reakci ledviny na vazné poskozeni. TGFB-1 je
produkovan v lymfocytech, monocytech/makrofazich a krevnich destickach
(Branton et al., 1999). Jeho ¢innost je regulovana hyperglykémii a aktivaci glukézovych
transportérii, angiotensinem II, oxidacnim stresem nebo hemodynamickymi silami
(Garud et al., 2014; Tarloff et al., 2004).

Zvyseni volného TGFB-1 bylo pozorovano po ischemicko/reperfuznim poskozeni
a pii nefropatii zptsobené nefrotoxickymi latkami. Po expozici kultivovanych mysich

proximalnich tubuldrnich bunék cyklosporinem dosSlo ke zvySeni exprese a aktivity

27



TGFpB-1 v téchto bunikach. Nicméné ne vSechny toxické latky zptsobuji zvySeni hladin
TGFp-1. Napiiklad vliv CdCl, a HgCl> mutze vést ke snizeni hladiny TGFp-1 v
imortalizovanych proximalnich tubularnich bunkach in vitro (Tarloff et al., 2004).

Studie prokazaly, ze TGFB-1 reguluje proliferaci a diferenciaci poskozenych
tubularnich bunék. Nepftetrzité zvySeni hladin TGF-1 souvisi s porusenim regeneracnich
procest, eventualné mize skoncit fibrozou. Po vystaveni terc-butyldydroperoxidu ma
TGFp-1 negativni G¢inek na proliferaci a regeneraci krali¢ich proximalnich tubularnich
bun¢k. Takovyto ucinek TGFB-1 byl také pozorovan v trojrozmérné kultute primarnich
proximalnich tubularnich bun€k potkani, coz bylo spojeno se zvySenou apoptézou
(Tarloff et al., 2004).

In vitro studie prokazaly, ze naopak nizké hladiny TGFB-1 stimuluji bunéénou
proliferaci (Branton et al., 1999). V piipadé potkanniho modelu byla po vystaveni
renalnich bunék cyklosporinu indukovana v ledvinach fibréza. Pfi pouziti anti-TGFp-1

protilatky doslo k zabranéni renalni fibroze (Tarloff et al., 2004).

3.1.2 Makrofagy a Wingless-type MMTYV integration site family member 7b

Makrofagy hraji ditlezitou roli v regulaci imunitni odpovédi a také pii poskozeni riiznych
typa tkani (Linetal., 2010). Bylo prokazano, ze pravé po poskozeni bunék mohou
nabrané makrofagy ptimo poskodit tkan prostfednictvim pusobeni jejich M1 fenotypu,
ktery muze produkovat kyslikové radikaly, peroxid vodiku, oxid dusnaty interleukin-1.
Z tohoto ditvodu nedostatku makrofagti pfed nebo v pribéhu prvnich krokd po poskozeni
bunék muze podporovat opravy tkané (Chazaud, 2014).

Naproti tomu, pozd¢jsi faze opravy jsou spojeny piedevSim S M2 makrofagy,
jejichz vyCerpani je spojeno s pietrvavajicim poskozenim ledvin, zvySenou apoptdzou,
poruchou proliferace bunék a trvalym tubularnim zanétu. M2 makrofagy totiz aktivné
podporuji opravu poskozenych renalnich tubuld. Funkéni in vivo studie ukazaly, Ze infaze
interferony-stimulovanych makrofagli odvozenych z kostni dfené zhorSuje poskozeni
ledvin, zatimco interleukinem-10 transdukované makrofagy upravi prostiedi zanétu
miliea indukuji proliferaci renalnich tubularnich bunék, ¢imz je ochrani pied apoptozou.
Také interleukinem-4 stimulované M2 makrofagy mohou podporovat proliferaci
renalnich tubularnich bun¢k. Terapie makrofagy, které jsou odvozené od kolonie
stimulujiciho faktoru 1, zvySuje epitelialni bunéénou proliferaci a snizuje tak jejich

apoptozu (Chazaud, 2014).
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Makrofagy také vylucuji Wnt family member 7b protein. Tento podporuje
regeneraci ledvin tim, ze nasméruje epitelialni progresi buné¢ného cyklu, a podporuje
membranové opravy (Chazaud, 2014). Pii indukovaném odebrani makrofagt
z poskozené tkané ledviny, dojde v rendlnich bunkach ke snizeni odpovédi kanonické
Whnt neboli Wnt/B-catenin dependentni drahy. Wnt family member 7b protein stimuluje
epitelové odpovédi béhem vyvoje ledvin, coz naznacuje, ze makrofagy jsou schopné
rychle napadnout poskozené tkané a obnovit vyvojovy program, ktery je prospésny pro
jejich opravu a regeneraci (Lin et al., 2010).
pted apoptézou a stimuluji jejich proliferaci prostfednictvim zvySeni koncentrace
intracelularniho zeleza a zvyseni exprese lipokalinu-2. Dvoufazova reakce makrofagt
(M1 a M2 typu) vznika béhem regenerace ledvin diky pfepinani jejich fenotypu.
Sledovani interferony-stimulovanych makrofagti, které byly aplikovany piijemci
s poskozenou tkéni, ukazuje, Ze se tyto buiiky mohou pfeménit na makrofagy M2 typu na

zacatku regenerace ledvin (Chazaud, 2014).

3.1.3 Dediferenciace a proliferace

Béhem zotavovani z ischemicko/reperfuzniho poskozeni ptezivajici tubularni
buiikky jsou schopny se dediferencovat a proliferovat, ptfipadné¢ nahradit nevratné
poskozené buniky a obnovit tubularni integritu. Oprava ledvin se podoba renalni
organogenezi vhledem k vysoké rychlosti syntézy DNA, apoptozy a skladbé genové
exprese. Rozsahla proliferacni kapacita je interpretovana tak, aby odrazela vnitini
schopnost prezivajicich epitelidlnich bunék prizptusobit se ztraté sousednich bunék
dediferenciaci a proliferaci. Mnoho mechanismti a latek mze mit vliv na tyto procesy.
Adhezni molekuly, cytokiny a chemokiny pravdépodobné hraji také dilezitou roli v
regulaci migrace renalnich bungk, proliferace a diferenciace (Bonventre, 2003).

Pii studii Kusaba et al. (2014) byly u mysi oznaceny plné diferencované bunky
proximalniho tubulu a bylo testovano jejich pfispéni k regeneraci po poskozeni renalniho
epitelu. Je zajimavé, Ze po poskozeni ledvin zlstaly vSechny tubularni buriky oznaceny,
coz znamend, ze by nové tubularni buiiky mohly pochazet pouze z proliferujicich
prezivajicich diferencovanych bun¢k. Bylo zjisténo, ze urcity stupen dediferenciace se
projevuje zvySenou expresi markert renalnich kmenovych bunék, kterymi jsou naptiklad
transkrip¢ni faktor Pax2 a protein vimentin (Dziedzic et al., 2014). Dulezité je, Ze tyto jsou

bunky v Gl fazi bunééné¢ho cyklu pln¢ diferencovanym epitelem. Neexistuje tedy
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menSina populace, ktera by neexprimovala markery terminalni diferenciace
(Kusaba et al., 2014). Ukazalo se tedy, ze oprava ledvin probihé pies dediferenciaci a
proliferaci pln¢ diferencovaného epitelu. Bylo také zjisténo, ze velka Cast tubularnich
bungk je v G1 fazi. Jejich mitoticka stimulace tak mize ptispét K opétovnému vstoupeni
do bunécného cyklu, ¢imz mohou bunky zifejmé pfipraveny reagovat na poskozeni

rychlou reakci proliferace (Dziedzic et al., 2014).

3.1.4 Signdlni drahy

Na regeneraci ledvin se podili nékolik signalnich drah. Prvni takovou dréhou je
PISK/Akt/mTOR draha (PIS3K — Phosphatidyl Inositol-3-Kinase/Akt — proteinkinase
b/mTOR — Mammalian Target Of Rapamycin) (obrazek 5). PI3K tvofi rodinu lipidovych
kinas, které jsou charakterizovany svou schopnosti fosforylovat inositolovy kruh 3"-OH
skupiny u fosfatidylinositolt. Tato rodina ma tfi tfidy. I. tfida jsou heterodimery slozené
z katalytické podjednotky a regulacni podjednotky. Tato tfida se dale dé€li na podtiidy IA,
které jsou aktivovany receptorovymi tyrosinkinasami, a podtiidu IB, ktera je aktivovana
G-proteiny. Substrat pro I. tfidu PI3K je fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat. II. téida se sklada
zjedné Kkatalytické podjednotky, ktera prednostné vyuzivd jako substraty
fosfatidylinositol a fosfatidylinositol-4-fosfat. III. tfida se sklada z jedné katalytické
homolog of the yeast vacuolar protein-sorting defective 34 podjednotky a produkuje
pouze fosfatidylinositol-3-fosfat. Tato tfida mtize mit pravdépodobné vliv na regulaci
buné¢ného rastu (Liu et al., 2009; Vara et al., 2004).

Rustové faktory ovlivitujici regeneraci ledvin po AKI (EGF, HGF a IGF-1)
aktivuji lipidovou PI3K, ktera nasledné fosforyluje fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat za
vzniku fosfatidyinositol-3,4,5-trisfosfatu. Ten fosforyluje a aktivuje Akt, ktera ma za
nasledek stimulaci mTOR tim, ze reguluje aktivitu zprosttedkujicich kinas. Aktivace
MTOR vede k fosforylaci sestupnych substratd, ¢imz indukuje regeneraci bun¢k. Bylo
prokédzano, Ze inhibice mTOR rapamycinem podstatné zpozd'uje obnovu funkce ledvin.
Akt muze inaktivovat nékteré pro-apoptotické faktory (Bcl-2, prokaspasu-9 ¢i forkhead
rodinu transkripénich faktor). Akt také umoznuje aktivaci anti-apoptotickych gena.
Delece receptoru EGF v renalnich proximalnich tubularnich bunkach narusuje PI3K/Akt

signalizaci, ¢imz muze zpomalovat regeneraci po AKI (Chou et al., 2014).
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Obrazek 5 — PI3K/AKT/mTOR signalni drdaha
(P1P2 — fosfatidylinositol-4,5-difosfat, PIP3 —fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat;
PDK1 — proteinkinasa 1; AKT — proteinkinase b; PTEN — fosfatasovy a tensinovy homolog,
AR — androgenovy receptor; mTOR — Mammalian Target Of Rapamycin) (Phin et al., 2013).

Dalsi signalni drahou, ktera se miiZe podilet na regeneraci ledvin je MAPK/ERK dréha
(MAPK — Mitogen-Activated Protein Kinase / ERK — Extracellular signal-Regulated
Kinase) (obrazek 6). MAPK jsou rodinou kinas, které byly bézné studovany pii
onemocnéni ledvin (Chou et al., 2014). Extracellular signal-regulated kinase je
aktivovana zejména extraceluldrnimi signaly regulovanymi kinasou-1 a -2 a ristovymi
faktory, které se vazi na své receptory (Chou et al., 2014). Aktivovany tyrosinkinasovy
receptor fosforyluje a aktivuje Ras proteiny (Chou et al., 2014; Mochizuki et al., 2015).
Ras proteiny patii do velké rodiny GTPas, které jsou aktivovany rlznymi
extracelularnimi stimuly, jako jsou napftiklad ristové faktory. Tyto proteiny kontroluji
bunééné signalni drahy, které jsou zodpovédné za rust, migraci, adhezi cytoskeletarni
integritu, preziti a diferenciaci. Jejich hlavnim ukolem je sestavit pfechodné signaliza¢ni
komplexy v membrang, které aktivuji tyto drahy (Rajalingam et al., 2007). Aktivované
Ras proteiny aktivuji serin/threonin kinasovou funkci rapidné¢ akcelerované

fibrosarkomy, ktera dale fosforyluje mitogenem aktivovanou proteinkinasukinasu. Ta
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nasledné fosforyluje a aktivuje extracellular signal-regulated kinase, dasledkem ¢ehoz
dojde K iniciaci signalni trandukce mnoha gent, které se podileji na riznych bunéénych
procesech. In vitro byla aktivace Extracellular signal-Regulated Kinase zkoumana pii
regeneraci ledvin, nebot’ by mohla zvysit preziti rendlnich bunék v pribéhu oxidaéniho
poskozeni. Aktivace signdlniho transduktoru a aktivatoru transkripce-3 V priabéhu
oxidaéniho stresu muze zmirnit EGF aktivaci extracellular signal-regulated kinase
zprostiedkovanou receptory a pieziti renalni tubularni buiky. In vivo méla inhibice
extracellular signal-regulated kinase vliv na snizeni regenerace ledin u potkani
s myogloglobinurii vedouci az k AKI (Chou et al., 2014; Mochizuki et al., 2015).
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Obrazek 6 — MAPK/ERK signalni draha
(EGF — epidermalni riistovy faktor;, EGFR — receptor epidermdlniho riistového faktoru;
GRB2 — receptor pro riistovy faktor vazajici protein 2; SOS — syn sevenless homologu;
Ras = protein vazajici guaninovy nukleotid; Raf — rapidné urychleny fibrosarkom;
MEK — mitogenem activovand proteinkinasa kinasa; Erk — extracellular signal-regulated kinase)
(Mochizuky et al., 2015).

Tteti signdlni drahou, ktera ma zfejmé vyznamny vliv v regeneracnim procesu
ledvin je JAK/STAT draha (JAK — Janus-Activated Kinase / STAT — Signal Transducer

and Activator of Transcription) (obrazek 7). Po navazani rastového faktoru (napi. EGF)
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na svij receptor, se JAK aktivuji a fosforyluji intracelularni oblast receptoru. Tim umozni
pfijimani a forforylaci STAT. Aktivované¢ STAT tvoii dimery, které se nasledné
pfesouvaji do jadra, kde se vazi na specifické elementy v promotorech cilovych geni,
¢imz aktivuji v téchto genech transkripci (Heim, 1999). Prostfednictvim aktivace
JAK/STAT drahy mohou proteiny stimulujici erytropoézu potlacovat apoptozu Vv
renalnich tubularnich bunkach in vitro a zlepsovat regeneraci ledvin u AKI vyvolaného
cisplati. Inhibice JAK/STAT drahy muiZe také vést ke snizeni apoptdzy tubularnich bunék
(Chou et al., 2014).
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Obrdazek 7 — JAKISTAT signalni draha
(JAK — Janus-activated kinase; STAT — signal transducer and activator of transcription;
SH-2 — Src homolog 2; P — fosfat,; Y — tyrosin) (Benekli et al., 2002).
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Posledni zminénou drahou, jejiz vliv se mize uplatiiovat pii regeneraci ledvin, je
Whnt — GSK-3 — B-katenin draha (GSK-3 — Glycogen Synthase Kinase 3) (obrazek 8).
Tyto Wnt jsou sekretované a glykosylované proteinové ligandy. Wnt signaly mohou
inhibovat fosforylaci. Je-li GSK-3 inhibovana, B-katenin je stabilizovan a premisti se do
jadra, kde pusobi jako koaktivator transkripce faktoru T-bunék/lymfoidni faktory vazajici
se na zesilovag¢ a Fidi expresi cilovych genti (Chou et al., 2014). Tato draha se podili na
regulaci bunééného osudu, syntéze bilkovin, metabolismu glykogenu, pohyblivosti,
proliferaci a pteziti bunék. Wnt odpovédi drahy jsou indukovany v ledvinach po AKI.
Bylo prokazano, Ze genetickd inaktivace Wnt signalizace zhorSuje regeneraci ledvin a
obnoveni jejich funkce. Bylo také prokazano, ze Wnt ligand — makrofagy derivovany Wnt
family member 7b podporuje regeneraci tubularnich bunék a opravu ledvin. Ve sméru
proudéni Wnt signalizace, GSK-3 je normaln¢ inhibovana Wnt ligandy a také mnoha
dal$imi proliferativnimi signaly kontrolujicimi pfeziti, které zvysuji serinovou fosforylaci
(IGF, EGF a ristové faktory fibroblast 16, 19 a 23) (Chou et al., 2014).
U AKI muze GSK-3 podporovat systémovou zanétlivou odpovéd’ a ucastnit se fady
apoptotickych signalnich drah pomoci fosforylace transkrip¢nich faktor, které reguluji
apoptozu. Thiazolidiny-8, inhibitory GSK-3, mohou inaktivovat ischemicky
indukovanou aktivaci GSK-3, ¢imz se zmirni apoptdza tubularnich bunék a ochrani se
renalni funkce. Exprese B-kateninu mize byt indukovana v AKI a renalni specificky
knockout endogenniho B-kateninu zhorSuje AKI u mysi. Dale bylo zjisténo, ze inhibice
Aktivace Wnt/GSK-3/B-katenin drahy je vyhodna pro mnoho onemocnéni ledvin, jelikoz
inhibitory GSK-3 mohou byt v budoucnosti cilem mnoha terapeutickych prostiedku
(Chou et al., 2014).
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Obrazek 8 — Wnt-GSK3-4-katenin drdha
(http://wormbook.org/chapters/iwww_wntsignaling.2/wntsignal_fig1.jpg)
Wnt — wingless-type MMTV integration site family; LRP6 — protein 6 piibuzny s receptorem
nizkodenzitniho lipoproteinu; CK1 — kaseinkinasa 1; GSK-3 — glycogen synthase kinase 3;
Fz — Frizzled; APC — adematézni polyposa Coli; DVL — Dishevelled; TCF — transkripéni faktor, P —

fosfit
3.2 Vyuziti kmenovych bunék pri regeneraci ledvin

Kmenové buiiky jsou populace nediferencovanych buné¢k, které se mohou délit
a diferenciovat do riznych specializovanych bunéénych typt. Jsou schopny sebeobnovy
a mohou generovat funkéni progenitory vysoce specializovanych bunék
(Chou et al., 2014; Suresh, 2012). Terapie KB mize pii poskozeni ledvin zahrnovat
indukci opravy pomoci endogennich a exogennich bun¢k, nebo pteprogramovani organu
k obnoveni vyvoje (Hopkins et al., 2009).

KB muzeme rozdélit podle schopnosti diferenciace na totipotentni, pluripotentni a
multipotentni KB. Z totipotentni KB se mohou tvofit vSechny bunétné linie vcetné
placenty. Ptikladem totipotentni KB je zygota. Pluripotentni KB mohou tvofit vétSinu
buné¢nych linii. Pfikladem téchto KB jsou embryonalni KB a indukované pluripotentni

KB. Multipotentni KB maji omezenou diferencia¢ni schopnost a mohou tvofit pouze
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jeden typ bunék, jako jsou napiiklad krevni buriky, neurony, monocyty a endotelidlni
bunky (Suresh, 2012; Osafune, 2010).

Dale miizeme KB rozdélit na fyziologicky se vyskytujici KB, patologické buiiky
(napt. nadorové KB) a bunky indukované, které byly cilené¢ (uméle) na KB pfeménéné
preprogramovanim diferencovanych somatickych bunék (Ptacek et al.,, 2014). Béhem
poslednich let byly za i¢elem mozného vyuZiti pfi regeneraci ledvin zkoumany rtzné

typy kmenovych bungk, z nichz n¢které by mohly vést ke zlepSeni této problematiky.

3.2.1 Endotelidalni kmenové buriky

Endotelidlni KB jsou pluripotentni KB, které jsou odvozené z vnitini bunééné
hmoty oplodnénych vajicek savci. Mysi 1 lidské endotelidlni KB maji prakticky
neomezenou replikacni kapacitu (Osafune, 2010). Tyto bunky maji schopnost
diferenciace do n¢kolika bunécnych typii v mesodermalni, endodermalni a ektodermalni
linii (Chou et al., 2014).

Endotelialni KB maji velky potencial pro regeneraci ledvin pravé diky jejich
pluripotenci a schopnosti se diferencovat do bunék ektodermalnich, mesodermalnich
a endodermalnich linii (Pino et al., 2010; Little, 2006). Pravé potencial odvodit
mesodermalni tkané vytvaii dobré podminky pro renalni diferenciaci (Little, 2006).
Mnoho studii se zabyvalo vyuZzitim téchto KB pfii regeneraci ledvin.

Pti studii védci zjistili, Ze vytvorené Wnt4-embroidni téliska (Wnt4 je renélni
vyvojovy gen exprimovany V mezenchymu a metanefrickych ledvinach) maji schopnost
diferencovat se do renalni tubularnich bunék, a to in vitro i in vivo. V jedné studii byly po
transfekci Wnt4 cDNA do mysich endotelialnich KB, nediferencované endotelialni KB
inkubovany pomoci metody hanging-drop kultury pro indukci diferenciace na
embryoidnich téliscich. V prubéhu kultivace embryoidnich télisek odvozenych
z Wnt4-endotelialnich KB, byl aquaporin-2 mRNA spolu s proteinem exprimovan béhem
15-20 dnt. Exprese aquaporinu-2 v Wnt4-embryoidnich téliskach byla zvysena
v piitomnosti HGF a aktivinu A. Pii pokusech in vivo byla provadéna transplantace Wnt4-
embryoidnich télisek do mysiho renalniho kortexu. Ctyfi tydny po transplantaci byly
nékteré Casti bun€k odvozenych z embryoidnich télisek exprimujici aquaporin-2
Vv ledvinach sestaveny do formace, ktera byla podobna tubularni. Béhem této studie bylo
také in vivo a in vitro zjisténo, ze Wnt4 a aktivin A mohou podporovat diferenciaci
endotelialnich KB do tubularnich bunék ledvin (Kobayashi et al., 2005).
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V jiné studii Kim et al. (2005) pouzili nervové rustové faktory K diferenciaci téchto
KB do renalnich epitelovych bunék, které jsou schopné integrovat se do vyvijecich se
ledvin s vysokou uc¢innosti. Pomoci kombinace kyseliny retinové, aktivinu A a kostni
morfogenicky protein-7 (jehoz podavani je v pribéhu progrese fibrotického onemocnéni
pfinosné pro omezeni fibrézy ledvin) mohou byt indukovany k expresi markert
specifickych pro intermedidlni mezoderm, ze kterého vznikaji ledviny. Embryoidni
téliska, kterd jsou kultivovana v pfitomnosti nefrogennich faktordi, mohou reagovat na
indukéni  signaly a tvofit epitelové struktury in  vitro. Po injikaci
do rozvijejiciho se ledvinného rudimentu jsou oSetfené endotelialni KB schopny se 100%
zaclenit do rozvijejicich se renalnich tubult (Hopkins et al., 2009; Kim et al., 2005;
Morrissey et al., 2002).

Pfi dalsi studii Steenhard et al. (2005) dosahli 50% integrace nediferencovanych
endotelialnich KB do tubuli embryonalnich ledvin (Hopkins et al., 2009). Tato studie
mela za cil zjistit, zda tyto KB mohou reagovat na vyvojové signaly v mySim
embryonalnim dnu 12 az 13 ledvinného mikroprostiedi a zaclenit je do ledvinovych
struktur. Endotelialni KB ROSA26 jevily znamky exprese beta-glukosidasy ubikvitarné
pii kultivaci v pfitomnosti faktoru inhibujici leukemii k potlaceni diferenciace. Kdyz byly
tyto bunky injikovany do embryonalniho dne ledvin 12 az 13 a poté se umistily do
transwell organové kultury, derivované endotelialni KB, beta-galaktosidasa pozitivni
buniky byly identifikovany v epitelidlnich strukturach pfipominajici tubuly. Ve vzacnych
pfipadech byly jednotlivé endotelialni KB pozorovany u struktur pfipominajicich
glomerularni chomace. Elektronovéa mikroskopie ukézala, ze endotelidlni KB derivované
tubuly byly obklopeny bazalni membranou a mély apikalni mikroklky a junkéni
komplexy (Steenhard et al., 2005).

Bylo také prokazano, ze kromé vyroby renalnich bunék, mohou tyto KB vyvinout
teratom (Chou et al., 2014). Ureteralni pupen epitelidlni buiikky a metanefrické
mezenchymalni bunky, které tvofi primordium metanefrickych ledvin, jsou schopny
produkovat nefrony a sbérné kanalky prostiednictvim vzajemné induktivni interakce.
Jakmile jsou tyto buiky indukovany z endotelidlnich KB, maji potencial stat se
vykonnymi nastroji pro regeneraci ledvinovych tkani. Exprese genu — zasadni pro vyvoj
casné ledviny, byla zkoumdna pomoci RT-PCR ve vyristcich embryoidnich télisek a
jejich transplantace do dospélych mysi.  Histochemické detekce ledvinovych

primordialnich konstrukci a analyzy genové exprese spojené s laserovou mikrodisekci
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byly provedeny v transplantovanych tkanich. RT-PCR analyza detekovala genové
exprese Pax-2, Lim-1, c-Ret, EMX2, Salll, WT-1, EYA-1, GDNF a Wnt-4 ve vyristcich
embryoidnich télisek ze dni 6-9 expanze kupiedu a také v teratomové tkani 14 a 28 dni
po transplantaci. Histochemicka analyza 14 dnli po transplantaci ukdzala, ze nckteré
kanaly byly pozitivni na Pax-2, endo A cytokeratin, ledvinové specificky cadherin a
Dolichos biflorus aglutininu a ze doslo k odboceni téchto kanalt. Tyto skvrnité vzory a
morfologické znaky jsou podstatné pro Wolffiv vyvod a ureterdlni pupeny. Pii
dlouhodobém pteziti 28 dni a uvedeni diferenciace ledvinovych struktur podobnych
imordiim, zmizela Pax-2-imunoreaktivita z n€kterych téchto struktur. Nékteré kanaly
byly doprovédzeny stoCenymi tubuly, které byly podobné metanefrickym nefroniim.
RT-PCR analyza téchto struktur shromazdénych mikrodisekei potvrdily, Zze exprimuji
s vyvojem souvisejici geny (Yamamoto et al., 2005).

I pres uspéchy vtomto sméru regenerace ledvin, tato strategie narazi stale

na nékolik problémi, jako jsou pravni a etické otazky (Little, 2006).

3.2.2 Indukované pluripotentni kmenové buriky

Dalsim typem bungk, které byly zkoumany v oblasti regenerace ledvin byly
indukované pluripotentni kmenové bunky. Tento typ bun€k se ziskava
preprogramovanim jiz z diferencovanych bunéénych typt zpét do pluripotence
(Yu et al., 2010). Svym ptavodem jde tedy o somatické buniky (Ptdcek et al., 2014). Tyto
buiiky jsou podobné endotelidlnim KB a jsou schopné se vyvinout do vSech typt bunék
v téle (Chou et al., 2014; Pino et al., 2010).

Tyto bunky byly objeveny japonskymi védci, ktefi pieprogramovali mysi
embryonalni nebo dospélé fibroblasty, aby se staly pluripotentnimi KB zavedenim ¢&tyf
trankrip¢nich faktord — OCT3/4, Sox2, c-Myc a KIf4 za podminek buné¢né kultivace téch
endotelidlnich. Lidské indukované pluripotentni KB byly pozdé&ji indukovéany s pouzitim
stejné technologie (Takahashi et al., 2006; Pino et al., 2010) Diferencované bunky
mohou byt pfeprogramovany do podobného stavu, jako je embryondlni, pfevodem
nukledrniho obsahu do oocytl, coz je postup, ve kterém je jadro z dospélé buiky
injikovano do neoplodnéného vajicka, jehoz chromozomy byly odstranény. Dalsi
moznosti je fize somatickych bun€k s endotelidlnimi KB, kde vysledné tetraploidni
hybridni buiiky umlc¢ely expresi somatickych genti a stanovily program transkripce, ktery
je nerozeznatelny od endotelialnich KB, coz dokazuje, Ze¢ ty endotelidlni

obsahuji nezbytné pfeprogramovaci cinnosti pro dosazeni této transkripce
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(Osafune, 2010; Takahashi et al., 2006). Studic ukazala, Ze indukované pluripotentni KB
vykazuji morfologické a ristové vlastnosti endotelidlnich KB a expresi jejich
markerovych gent. Po injekci do blastocyt, indukované pluripotentni KB pfispély
k mysSimu embryonalnimu vyvoji (Takahashi et al., 2006). Dalsi vlastnosti téchto bunék
je, ze mohou diferencovat do vSech tfech embryondlnich zarodecnych listi
(Yu et al., 2010). Pluripotence téchto bunék byla potvrzena tvorbou teratomu a globalni
profily genové exprese ukazaly, ze indukované pluripotentni KB jsou velmi podobné tém
endotelialnim, ale nejsou s nimi identické (Pino et al., 2010).

Studie Morizane et al. 2009, ve které byly srovnavany endotelialni a indukované
pluripotentni KB ukézala, Ze oba typy KB maji u€innost na diferenciaci na zralé renélni
bunky, nicmén¢ indukované pluripotentni KB maji tendenci ziistat bez rozliSeni a maji
mensi citlivost na renalni diferenciacni podnéty ve srovnani s endotelidlnimi KB
(Pino et al., 2010). Pouziti indukovanych pluripotentnich KB ma nekolik vyhod — zadné
etické otazky a neni zde problém s odmitnutim imunitniho systému. Existuji vSak zde i
rizika. KIf4 a c-Myc jsou onkogenni faktory. Vyzkum vsak ukazal, ze onkogenni riziko
spojené s pouzitim téchto KB ziskanych z lidskych renédlnich bun¢k proximalniho tubulu
muze byt snizeno expresi jen dvou transkripénich faktord — Oct4 a Sox2. Kromé toho,
nékteré¢ bunky diferencované z indukovanych pluripotentnich KB mohou vyjadfit
abnormalni gen, a indukovat T-buiiky zavislé na imunitni odpovédi u syngennich

piijemct (Chou et al., 2014).

3.2.3 Buiiky odvozené 7 kostni diené

Kostni dfet obsahuje dvé hlavni populace KB — hematopoetické KB a
mesenchymalni stromalni KB, které poskytuji podporu pro stromalni hematopoetické KB
(Chou et al., 2014). Mesenchymalni KB jsou multipotentni bunky, které se diferencuji na
osteoblasty, monocyty, chondrocyty, adipocyty ¢i bunky produkujici inzulin — jsou
k nalezeni prakticky v kazdé tkani. Zakladni mechanismus pro jejich in vivo diferenciaci
neni jasny, predpoklada se, Ze je zpiisoben spontanni bunécnou fuzi nebo faktory, které
jsou piitomny v mikroprosttedi. Tento typ KB je povaZzovan za subpopulaci
perivaskularnich bun¢k nebo pericytt (Dziedzic et al., 2014; Kode et al., 2009).

Role mesenchymalnich KB byla nejprve analyzovana ve studii, pfi které byly tyto
buniky izolovany z mysi kostni dfen¢ a nasledné byly transplantovany do mysi, které mély
cisplatinou indukované AKI. Ctvrty a jedenacty den po oSetieni mesenchymalnimi KB

bylo zjisténo zlepSeni renalni struktury a vyrazné zvyseni tubularni bunécéné proliferace,
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coz naznacuje stimulaci tubularniho bunécného rustu faktory, které jsou uvolnovany
mesenchymalni KB, jako je napiiklad IGF-1. ZlepSeni renalni struktury bylo
doprovazeno zrychlenou obnovou rendlni funkce, kterd byla indikovana nizsi hladinou
dusiku mocoviny v krvi, coz nebylo pozorovano po 1écbé hematopoetickymi KB.
Mesenchymalni KB mohou diferencovat do tubularnich epitelovych bunék a podporovat
proliferaci epitelovych bun¢k, coz bylo pozorovano u mysi, kter¢é mély
glycerolem vyvolané AKI. Nicménég, dalsi studie ukazaly, ze zlepSeni funkce ledvin
po infuzi téchto KB se vztahuje K parakrinnimu nebo endokrinnimu mechanismu
(Sagrinati et al., 2008).

Togel et al. (2005) uvadi, ze renalni ochrana mesenchymalnich KB u krys s AKI
byla zprostfedkovana spiSe pres inhibici protizanétlivych cytokind a stimulaci
anti-zanétlivych  cytokind Vv postischemickych  ledvinach  nez  diferenciaci
mesenchymalnich KB na renalni tubularni buniky, coz naznacuje, ze mohou vykazovat
imunomodulaéni vlastnosti (Sagrinati et al., 2008). Zasadnim prilomem bylo zjisténi, ze
mesenchymalni KB maji hluboky inhibi¢ni G¢inek na proliferaci T-bunék in vitro a in
vivo. Nasledné bylo také zjisténo, ze mohou mit podobny ucinek i na B-buiky,
dendritické bunky a na bunky, které jsou nazyvany pifirozenymi zabijeci. Tyto vysledky
naznacuji, ze by tyto KB mohly byt pouzity k tlumeni imunitné zprostfedkovaného
onemocnéni a odmitnuti transplantatu. Je mozné, Ze nckteré jejich piiznivé Ucinky
mohou odraZet z Casti trofické a ochranné cCinnosti, které vyvijeji na poranénych
bunkach a tkanich, spiSe nez v dusledku skutecné transdiferenciace. U
imunitné zprostiedkovanych onemocnéni, jako je glomerulonefritida, mohou ochranné
ucinky fungovat ve shodé¢ simunosupresivnimi a protizanétlivymi cinky
(Uccelli et al., 2007; Sagrinati et al., 2008).

Nov¢jsi studie védcu Tagel et al. (2007) ukazala, ze mesencymalni KB produkuji
VEGF, HGF a IGF-1, coz naznacuje, Ze parakrinni u¢inek na rendlni vaskulaturu by mohl
ptispét k ochrané¢ ledvin. Kromé toho, jejich intraperitonedlni podavani
kondicionovaného média z kultivovanych do mysi injikovanych cisplatinou vedlo ke
zmenSeni apoptdzy tubularnich bunék, zvySeni pieziti a zmenSeni poskozeni ledvin.
Mesenchymalni KB mohou tedy chrédnit ledviny pted toxickym poSkozeni tim, Ze
vylucuji faktory, které omezuji apoptdzu a zvysSuji proliferaci endogennich tubuldrnich
bunék. Ackoli tento typ KB piedstavuji zajimavy terapeuticky potencial pfi akutnim

tubularnim poskozeni, nékteré studie naznacuji, ze celd transplantace kostni dien¢, ale ne
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transplantace mesenchymalnich KB ma blahodarny ucinek v modelech glomerularniho

poskozeni (Sagrinati et al., 2008).

3.2.4 Renalni progenitorové buiiky

Pfi mnoha studiich byly v dospélych ledvinach objeveny builkky podobné
pluripotentnim, které se nazyvaji renalni progenitorové buiiky. Na rozdil od kmenovych
bun¢k, mohou renalni progenitorové bunky diferencovat pouze do urcitého konkrétniho
bunééného typu, a neprojevuje se u nich bud zadny, anebo omezeny potencial
sebeobnovy (Chou et al., 2014). Dospélé progenitorové bunky byly uspésné izolovany
z renalnich tubuld, intersticia a Bowmanova pouzdra a obecné maji podobné vlastnosti.
Tyto buiiky se vyznacuji expresi CD24, CD133 znakl a transkripéniho faktoru Pax2
(Pavyde et al., 2016).

Rendlni progenitorové buiiky jsou identifikovany podle bunéénych markert
CD133aCD24. CD133, znamy také jako prominin-1, je membranovy glykoprotein, ktery
je na chromozomu 4p15.32. Ma ulohu pii spojeni kmenovych bunék a zachovani polarity.
Tento glykoprotein je markerem nékolika typti dospélé tkan€ kmenovych bunék. Tepelné
stabilni antigen CD24 je bunétny povrchovy sialoglykoprotein, ktery je exprimovan
Vv lidském metanefrickém mezenchymu (Nosrati et al., 2016; Chou et al., 2014; Ivanova
et al., 2010). V sav¢im nefronu se dosp€lé renalni progenitorové buinky shromazd'uji
U mocovém poélu a rozptyluji se ptes Bowmanovo pouzdro, proximalni tubulus, tenké
vzestupné raménko a distdlni tubulus Vv mist¢ spojeni s mocovodem. Rendlni
progenitorové buiilky mohou v mocovém polu diferencovat na glomerularni nebo
tubularni bunky. Tubuldrni progenitorové bunky predstavuji 2 — 6 % vSech tubuldrnich
bunék u zdravych dospélych ledvin a exprimuji CD133 a CD24, déale vimentin,
cytokeratin 7 a 19, Pax2 a nestin, které nejsou exprimovany diferencovanymi tubularnimi
bunkami. Tento typ bun€k se nachazi v proximalnich i distalnich stocenych tubulech.
Tubularni progenitorové buiiky vykazuji niz8i proliferacni schopnost a vykazuji oddany
fenotyp ktubularni linii. Glomerularni progenitorové buiiky lokalizované uvniti
Bowmanova pouzdra vykazuji vysokou proliferaéni schopnost a mohou diferencovat
k fenotypu podocytu nebo tubuldrnim bunkam. Glomerularni progenitorové bunky
mohou, na rozdil od téch tubularnich, exprimovat povrchovy marker zvany CD106
(Chou et al., 2014; Angelotti et al., 2012).

Lee et al. (2010) a jejich studie ukazala, Ze mysi renalni progenitorové bunky

vykazuji plasticitu, coz bylo prokazano schopnosti diferencovat se do endotelovych
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bunék a osteoblastu in vitro a endotelialnich bun¢k a tubularnich epitelovych bun¢k in
vivo. Pavod téchto izolovanych progenitorovych bunék byl z intersticia dien¢ a papily.
Dtlezité je, ze intrarenalni injekce rendlnich progenitorovych bunék mySim
s ischemickym poskozenim zachranily zvifata pied poskozeni ledvin. To se projevilo
snizenim koncentrace sérového dusiku mocoviny, infarktové zony a nekrotického
poskozeni. Sedm dni po poskozeni vytvofily nékteré mysi z renalni progenitorové bunky
cévy s Cervenymi krvinkami, zatimco nékteré se zaclenily do rendlnich tubuld. Kromé
toho, terapie témito bunkami snizovala také Umrtnost po ischemicko/reperfuznim
poskozeni (Lee et al., 2010).

Pokud jde o glomerularni poskozenti, jina studie uvadi, Zze CD133+ a CD24+ bunky
mohou nahradit podocyty a zlepsit chronické poskozeni glomerulli pii adriamycinové
nefropatii (Chou et al., 2014). Renalni progenitorové buiiky vykazuji vyssi odolnost vuci
poskozeni ve srovnani se vSemi ostatnimi diferencovanymi rendlnimi buiikami. Po
podani mySim trpicim téZkou kombinovanou imunodeficienci afektovanou akutnim
tubularnim poskozenim projevily obé populace progenitorovych bunék schopnost
zaclenit se do ledvin, generovat nové tubularni bunky a zlep$it tak renalni funkce
(Angelotti et al., 2012).

KB nemohou byt snadno ovlivnény, aby diferencovaly do poZadovanych renalnich
bunék, a proto se jevi rendlni progenitorové buiiky vice pouZitelné pro ucely regenerativni
mediciny, 1 pfes to, Ze maji nizsi u¢innost. Ve srovnani s kmenovymi buikami spocivaji
vyhody pouziti renalnich progenitorovych bunék ve, znalosti intermedialnich podminek
bunécné kultivace. Dalsi vyhodou je, Ze renalni progenitorové buiiky mohou pfejit piimo

z jednoho fenotypu do jiného (Chou et al., 2014).

3.3 Angiogenese a v regeneraci ledvin

Angiogenese je komplexni proces, ktery se vyznacuje vznikem novych krevnich
cév zjiz existujicich, a to bud’ pfijmem nebo mistni diferenciaci endotelidlnich
progenitorovych bunék odvozenych z kostni diené. Do tohoto procesu se zapojuje
nékolik typl bunék, zejména pak endotelidlni buniky, bunky vaskuldrniho hladkého
svalstva a pericyty. Tyto bunky se podileji na sledu udalosti, mezi které patii proliferace
endotelialnich  bunék, migrace a  diferenciace, jez jsou regulovany
pro- a anti-angiogennimi faktory (Duarte et al., 2011). Integrita cévniho systému je
nezbytna pro regeneraci ledvin ¢i snizeni jejich poSkozeni, zejména vSak pfi chronickém

onemocnéni ledvin. Bez ohledu na to, jaké jsou pfi¢iny chronického onemocnéni ledvin,
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spolecnym vysledkem je progresivni ztrata mikrocirkulace, coz vede ke tkanové hypoxii
a zanétu, dale k fibrotickym zménam a ztraté nefronti. Tkanova fibréza vede k dalSimu
profidnuti tkané a tento bludny kruh zptsobuje nevratné poskozeni ledvin. Kromé¢ VEGF
maji na angiogenesi vliv angiopoetiny (Ang) (Chou et al., 2014).

Ang jsou rodina rastovych faktort, které pisobi na Tie receptor na endotelialnich
bunkach a kterd ma ¢tyii Ang ¢leny — Ang-1, -2, -3 a -4. Ang-1 je znamy jako angiogenni
faktor, funkce Ang-2, -3 a -4 vsak neni dobfe znama. Receptory Ang se skladaji ze dvou
receptorovych tyrosinkinas — tyrosinkinasy s imunoglobuliny a EGF homologni domény
1a2(Tiel a Tie2). Receptory Tie jsou vyhradné exprimovany endotelovymi buiikami a
hematopoetickymi  buiikami, Tie2 dale také v makrofazich, eozinofilech a
hematopoetickych KB. Tato tyrosinkinasa miize byt detekovana v kapilarach nefrogenni
kiry, glomerularnim klubi¢ku, korovém intersticiu a dfeni véetné cév ve vasa recta.
Ptesné uloha Tiel neni pfesné zndma. Ang-1 a -2 se vazi na stejné misto v Tie2 a uvadi
se, ze Ang-2 je antagonistou Ang-1 (Kim, 2008; Woolf et al., 2009).

Ang-1 je Siroce exprimovany ligand pro Tie2 a je detekovatelny v podocytech
ve fyziologickych glomerulech. Tento Ang reguluje vaskularni rdst, vyvoj, zrani a
propustnost. Bylo také prokdzéano, Ze tento Ang vykazuje protizanctlivé u€inky a ma
potencialni terapeutické vyuziti v indukci angiogenese, podpofeni pieziti endotelovych
bun¢k a pii prevenci vaskularniho prosakovéani. Poruchy endotelidlni integrity
Vv ledvinach mohou vést ke snizeni rychlosti glomerularni filtrace nebo k proteinurii.
Studie prokazala, ze Ang-1 v glomerulech nebo renélnich epitelovych bunikdch mize hrat
roli vudrzovéani glomerularniho nebo peritubularniho endotelu v ledvinach a pfi
udrZzovani normalniho vyvoje ledvin. To dokazuje fakt, Ze patofyziologické podminky,
konkrétné nefropatie vyvoland kyselinou listovou je spojena se zvySenou Ang-1
proteinovou expresi v epitelu a cévach. Bylo také dokazano, ze ztrata glomerularnich
kapilar v pribéhu glomerulonefritidy u mysi byla casové spojend s poklesem
ptezivajicich molekul Ang-1 (Kim, 2008).

Védci vyvinuli rozpustnéjsi, stabilnéjsi a uéinngjs$i Ang-1 variantu — oligomerni
protein chrupavkové matrix-Ang-1. Pii studii byl do diabetickych mySi podavan
rekombinantni adenovirus exprimujici oligomerni protein chrupavkové matrix-Ang-1. To
mélo za nasledek sniZeni albuminurie, ddle sniZzeni mesangidlni expanze, poskozeni
podocytli doprovazené snizenou infiltraci makrofagti, itlum chemokinii a adheznich

molekul a ztlusténi glomerularni bazélni membrany oligomerni protein chrupavkové
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matrix-Ang-1 tlumi jak renalni renalni expresi intracelularni adhezni molekuly-1, tak
monocytarnino chemoatraktivniho proteinu 1 a infiltraci monocytd/makrofagti u
diabetickych mysi. Oligomerni protein chrupavkové matrix-Ang-1 také snizuje renalni
tkanové hladiny TGFB-1, a-aktin hladkého svalstva a fibronektin. Béhem této studie se
zjistilo, ze oligomerni protein chrupavkové matrix-Ang-1 zpozdil fibrotické zmény
Pii jiné studii byl podavan oligomerni protein chrupavkové matrix-Ang-1 mysim
S jednostrannou ureteralni obstrukci indukované renalni fibr6zou. Po terapii byl rendlni
povrch mikrovaskulatury a renélni pritok krve vySsi nez po 1é€bé vehikulem. Opét doslo
K potlaceni infiltrace monocytl/makrofagii a snizeni tkanové hladiny TGFB-1. Tyto
vysledky naznacuji, ze 1é¢ba oligomernim proteinem chrupavkové matrix-Ang-1 mize
zabranit progresi rendlni fibrézy u mysi s jednostrannou ureteralni obstrukei. Pii
cyklosporinem indukovaném poskozeni ledvin, oligomerni protein chrupavkové
matrix-Ang-1snizil cyklosporinem indukované tubularni poskozeni a tubulointersticialni
fibrozu u histologického vySetfeni. Po podéani byl také snizen pocet infiltrovanych
makrofagl, doSlo ke snizeni exprese adheznich molekul a klesla hladina
indukované zvySeného TGFB-1. Béhem vySetfeni bylo zjisténo, ze oligomerni protein
chrupavkové matrix-Ang-1béhem tohoto poskozeni ledvin mél ochranny ucinek
na peritubularni vaskulatury a intrarenalni hemodynamické zmény (Lee et al., 2007; Kim,
2008; Chou et al., 2014).

Naopak zvysené hladiny plasmatického Ang-2 jsou spojeny s kardiovaskularnim
onemocnénim u pacientl s chronickym onemocnéni ledvin v jehoZ progresi miiZze hrat
roli (Chou et al., 2014). ZvySené hladiny Ang-2 Vv plasmé byly popisovany pfi
chronickém poSkozeni ledvin a v konecném staddiu stddiu onemocnéni ledvin. Pravé
vysoké hladiny tohoto Ang predvidaji dlouhodobé mortality u pacient s chronickym
onemocnéni ledvin. Ang-2 destabilizuje klidovy endotel a pfipravuje ho reagovat
na exogenni podnéty, a tim moduluje aktivitu zanétlivych a angiogennich, napiiklad
VEGF, cytokini. Ve spojeni s VEGF je Ang-2 dulezitym angiogennim stimulem
destabilizovanych cév. KdyZ je VEGF signalizace inhibovana, nebo chybi, Ang-2 vede
k bunécné apoptoze a vaskularni regresi. V reakci na ligand Wnt family member 7b
z makrofagli, vaskuldrni endotelidlni bunky vstupuji do bunééného cyklu a
V nepiitomnosti piezivajiciho signalu, ktery byl blokovan Ang-2, dochazi k apoptoze

téchto bun¢k (Chang et al., 2013).
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Ukazalo se, ze endotelové progenitorové bunky se ucastni rekonstrukce
mikrocévnio intersticia a glomerula (Chou et al., 2014). Endotelové progenitorové buiky
mohou byt v pfitomnosti angiogennich stimulii mobilizovany z kostni dien¢ do ob¢hu,
potom se dostavaji na posSkozeny endotel, kde se mohou diferencovat na zralé endotelové
bunky (Gonzdlez-Pecchi et al., 2015). Studie prokazala, ze u mysi s adriamycinovou
nefropatii adoptivni transfer intaktnich endotelovych progenitorovych bunék zlepsil
proteinurii a rendlni funkce s trojndsobnym poklesem umrtnosti. Infuze endotelovych
progenitorovych bun¢k do téchto mysi snizila plasmatické hladiny IL-1a a - a faktor
stimulujici kolonie granulocytt, jakoZ 1 zvySeni VEGF pfi soucasném zlepSeni vaskularni
hustoty a apoptdzy. Védci zjistili, Ze lipoproteiny s vysokou hustotou mohou zvysit
uroven a funk¢nost (proliferace, migrace, diferenciace, angiogenni kapacita) cirkulujicich

endotelovych progenitorovych bunék (Gonzdlez-Pecchi et al., 2015).

3.4 BioinZenyrstvi

Vzhledem k tomu, ze pfibyva pacientl s terminalni fazi poskozeni ledvin, kteti
jsou na dialyze, a je nedostatek darct ledvin, jsou védci nuceni zkoumat moznost
bioinzenyrstvi ledvin (Chou et al., 2014). Tkanové a bioinzenyrské piistupy jsou obecné
na zéakladg in vitro manipulace bunék zajmu a jejich spojeni s biomaterialy, které mohou
byt bud’ biologicky odbouratelné, nebo mohou byt trvalé povahy k vyvinuti bunééného
implantatu ¢i zabudovani do mimotélniho ob&hu. V soucasné dob¢ je strategii pro
bunéénou terapii ledvin vyvinuti jediného diferencovaného bunééného typu, ktery by
nahradil jejich specifické metabolické nebo katabolické funkce. Je ovSem je§té nutné,
dikladné prostudovat a vyvinout biotechnologické nastroje potiebné pro vyrobu
kompletniho fungujiciho organu vhodného k transplantaci (Pino et al., 2010).

Mezi mozné pfistupy k léceni selhdni ledvin muize patfit pouZziti bunéénych
implantatl, které odstrani toxiny, které zpiisobuji chorobny stav, nebo je mozno dodat
terapeuticka ¢inidla do obéhu. Pii jedné studii byla pozita kolagenova houba na bazi
implantatu naoCkovana s bunkami, které exprimovaly megalin, aby degradoval
cirkulujici B2-mikroglobulin, jehoz ukladani zplsobuje s dialyzou souvisejici
amyloidézu (Pino et al., 2010; Saito et al., 2003). Pro klinické za¢lenéni implantatd je
nutné vyuziti metod pro zlepSeni hostitelské imunologie nebo je nutné pouzit autologni
bunécné zdroje. Zapouzdieni je motoda, ktera se vyuziva k obejiti problémd, které jsou
spojeny S bunécnymi implantaty. Zapouzdieni do semipermeabilni nedegradované

polymerni membrany ma tu vyhodu, Ze imunoizolace alogennich nebo xenogennich
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bun¢k umozinuje veétsi stupenn kontroly nad jejich cili uvnitt t€la a zéroveil umoznuje
kontakt s télnimi tekutinami, které jsou potiebné k vyvolani fyziologické odpovédi
(Pino et al., 2010).

Drivéjsi studie navrhly hemofiltraéni zafizeni, ktera jsou vybavena
bioinZzenyrskymi kanalky (Chou et al., 2014). I kdyz je tento systém Zzivot udrzujici,
klinické vysledky byly stale $patné u pacienta s AKI nebo v terminalni fazi poskozeni
ledvin. Tento proud terapie vyuziva syntetické membrany, které nahrazuji clearanci
rendlnich glomerulli, ale nenahrazuje transportni, metabolické a endokrinni funkce
tubuldrnich bunék. Tento problém byl vyfeSen piidanim zafizeni bunécné terapie
renalnich tubult, které obsahovalo prase¢i renalni tubularni buriky a které v kombinaci se
syntetickou hemofiltraci nahradilo filtracni, transportni, metabolické a endokrinni funkce
u akutné uremickych psi. Doslo také k docasnému zlepSeni funkce ledvin u pacientti
s AKI (Humes et al., 1999; Chou et al., 2014).

Pfi jiném vyzkumu se védci pokouseli vyvinout ledviny, které by mély stejné
morfologické a funkéni vlastnosti ledvin a zaroveil by umoznoval perfuzi, filtraci, sekreci,
absorpci a odvod moc¢i (Chou et al., 2014). Vytvoieni transplantovatelného $tépu, ktery
by trvale nahradil funkci ledvin, by fesilo nedostatek darcti ledvin a problém morbidity
spojeny S imunosupresi. Takovy §t€p by pravé musel mit strukturu a funkci ledvin, aby
umoznoval perfuzi, filtraci, sekreci, adsorpci a odvod moci. Pfi tomto vyzkumu védci
decelularizovali potkanni, praseéi a lidské ledviny, ¢imz ziskali acelularni scaffold neboli
leSeni s cévnimi, kortikdlnimi a dfefiovymi architekturami kanalki a mocovodut. Pro
regeneraci funkéni tkané bylo rendlni potkanni scaffolds nao¢kovano epitelidlnimi a
endotelialnimi bunkami a tyto bunééné konstrukce byly perfundovany v bioreaktoru
celého organu. Prostfednictvim svého vnitiniho cévniho fecisté produkovaly pfi perfuzi
vysledné Stépy elementarni moc¢ Pfi transplantaci v orthotopické poloze u potkant byly
Stépy perfundovany cirkulaci piijemce a néasledné doslo k produkci moci pfes mocovy
kanal in vivo (Song et al., 2013). Prestoze regenerované ledviny mohou nahradit pouze
dil¢i funkce ledvin, tato technika je stale dominantou pii regenerativni medicin€ U

poskozeni ledvin (Chou et al., 2014).
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4. ZAVER

Cilem této bakalaiské prace byla problematika regenerace ledvin, ke které byl
vypracovan podrobny pichled ptistupt. Jednou z moznosti je vyuziti ristovych faktort
produkovanych buitkami. Mezi tyto faktory patii epidermalni ristovy faktor, vaskularni
endotelidlni rastovy faktor, hepatocytdrni rustovy faktor, insulinu podobny rlstovy
faktor-1, fibroblastovy rustovy faktor a transformujici ristovy faktor, které mohou
indukovat bunéénou proliferaci a migraci bunék, zachovat renalni mikrovaskulaturu,
snizovat renalni fibrozu, a tim zlepSovat funkci ledvin.

Makrofagy a rustovy faktor Wnt family member 7b, ktery tyto bunky produkuyji,
se také mohou podilet na regeneraci ledvin. Tento rastovy faktor podporuje regeneraci
ledvin tim, Ze indukuje epitelialni progresi buné¢ného cyklu a podporuje membranové
opravy. Rizné druhy makrofagt indukuji proliferaci renalnich tubularnich a epitelialnich
bunék a snizuji v nich apoptozu.

Signalni drahy maji také vyuziti v této problematice. Bylo popsano uplatnéni
napiiklad PI3K/Akt/mTOR, MAPK/ERK a Wnt-GSK-3-B-katenin drah, které mohou
stimulovat bunéénou progresi a proliferaci. JAK/STAT draha mutize regulovat genovou
transkripci.

Na regeneraci ledvin se miize podilet nékolik typtd kmenovych bunék. Patii mezi
né endotelialni a indukované pluripotentni kmenové buriky, dale buniky odvozené z kostni
dfené a renalni progenitorové burky. V problematice regenerace ledvin maji své vyuziti
diky jejich schopnosti délit se a diferenciovat do riznych specializovanych bunéénych
typti. Mezi dal$i vyznamné vlastnosti patii schopnost sebeobnovy. Také mohou generovat
funkéni progenitory vysoce specializovanych bunék, ¢i podporovat zvySeni tubularni
bunécné proliferace.

Angiogenese je také nezbytna pro regeneraci ledvin a pro inhibici poruchy funkce
ledvin pfi chronickém onemocnéni ledvin. BioinZenyrstvi se zabyva spojenim
biomaterial s buiikkami z4jmu. Mezi mozné piistupy patii pouZziti bunéénych implantati,
které odstrani toxiny. Déle je mozné vyuzit hemofiltracni zafizeni, kterd nahrazuji
clearanci rendlnich glomeruld. Nejpouzivanéjsi technikou v mediciné pifi regeneraci
ledvin je pouziti §t€pu z bioinZzenyrskych ledvin, které mohou produkovat moc¢ pies

mocovy kanal.
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