Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Bunéc¢na terapie

Katefina Laurinova

Bakalarska prace

2017



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2016/2017

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Katefina Laurinova

Osobni ¢islo: C14298

Studijni program: B3912 Specidlni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Zdravotni laborant

Nazev tématu: Bunééna terapie

Zadévajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych véd

Zadsady pro vypracovani:

1. Seznamte se s literarnimi Gdaji o regenerativni mediciné, diferenciaci kmenovych bunék a
jejich vyuziti v klinické praxi. Definujte pojem bunéénd terapie.

2. Vypracujte prehled piipravki pro bunéénou terapii vyrobenych piimo z biologického ma-
teridlu pacienti.

3. Podrobné popiste postup vyroby pripravki bunécné terapie.

4. Informace ptehledné zpracujte, pouzijte obrazky, schémata a grafy a ze ziskanych literarnich
udaji vyvodte zavéry o nebezpecnosti bunécéné terapie pro pacienty.

5. Diskutujte o vyhodéach a nevyhodach této terapie, a zaméite se i na nové moznosti vyuziti
bunééné terapie v blizké budoucnosti.



Rozsah grafickych praci: dle potieby
Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa
Seznam odborné literatury:

Podle pokynti vedouciho bakalarské prace.

Vedouci bakalarské préace: Mgr. Lenka Briuckova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalaiské prace: 28. listopadu 2016

Termin odevzdani bakalaiské prace: 7. ¢ervence 2017

- -

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Ing. Aleyander Ciegan, CSc.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. inora 2017



Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Vesker¢ literarni prameny a informace, které

jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, ze Se ha moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici
ze zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skuteCnosti, ze Univerzita Pardubice
ma pravo na uzavieni licenéni smlouvy o0 uziti této prace jako skolniho dila podle § 60 odst.
1 autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde K uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
ptiméfeny prispévek na uhradu nékladd, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle
okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47 b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych $kolach
ao0zméné a doplnéni dalsich zakonl (zakon o vysokych $kolach), ve znéni pozdé&jsich
piedpisi, a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni

knihovné a prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 1. 6. 2017

Katefina Laurinova



Podékovani

Réda bych touto cestou chtéla pod€kovat mé vedouci bakalatské prace Mgr. Lence
Brickové, Ph.D. za odborné vedeni, trpélivost a ochotu, kterou mi v pribéhu zpracovani

vénovala.



Anotace

Bakalafska prace se vénuje novému oboru mediciny, bunééné terapii, jejimz zakladem
jsou kmenové bunky. Ty se daji délit podle ptvodu a hlediska potencialu diferencovat
do ruznych typu tkani ¢i organi. Prace se zaméfuje kromé vlastnosti bun€k i na jejich
separaci, zpracovani a uziti. Vzdy zéalezi na druhu a zavaznosti onemocnéni, na zaklad¢ téchto
kritérii se dale odviji, jaky typ kmenovych bunék bude odebran, zpracovan a jaka bude jeho
aplikace do organismu. Zavér prace je vénovan rizikovym faktorim bunécné terapie, které je

zapotiebi pfed samotnou 1€cbou zhodnotit.
Kli¢ova slova

bunécna terapie, kmenové buiiky, aplikace, 1é¢ba, nemoci

Title
Cell Therapy
Annotation

The final bachelor’s thesis provides the analysis of the new field of medicine, cell
therapy. Stem cells can be divided by origin and their potential to differentiate into different
kinds of tissues or organs. The thesis focuses on characteristics of cells as well as their
separation and use. The selection of the appropriate stem cells always depends on the type and
severity of the disease. Based on these criteria, the right treatment is chosen. The last part is
dedicated to the risk factors of cell therapy which need to be taken into consideration before

the treatment itself.
Key words

cell therapy, stem cells, application, treatment, diseases
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Terminologie

e Regenerativni medicina = medicinské postupy, které umoziuji pacientovi opravit,
nahradit nebo regenerovat poskozené nebo nemocné bunky, tkané a organy.

e Zygota = vznika po splynuti spermie a vajicka (je totipotentni)

e Allogenni buiiky = bunky jiného organismu téhoz zivoc¢isného druhu

¢ Autologni buiiky = buiiky t¢hoz organismu

¢ Xenogenni buriky = buiiky jiného zivo¢isného druhu

e Morula = plny kulovity shluk bunék (tzv. blastomér), které vznikaji v prvotnich fazich
embryogeneze, a to rychlym délenim oplodnéného vajicka

¢ Indukovana pluripotentni kmenova buiika (iPSC) = uméle ptipravenad kmenové burika,
vytvoiena z ptivodné zcela obycejné bunky ziskané typicky z té¢la dospélce.

e Somatické buniky = oznaceni vSech bun€k v organismu kromé pohlavnich

¢ Totipotentni buiiky = mohou se pfeménit na jakykoliv jiny typ bun¢k

e Pluripotentni buriky = potomci totipotentnich bun¢k, které mohou produkovat jakékoliv
jiné buiky kromé¢ totipotentni

e Multipotentni = mohou tvofit pouze bunky pfibuzné danému typu bunky (napi. krevni
bunky)

e Plasticita KB = schopnost dospélych tkanové specifickych KB diferencovat se do
nékolika typli somatickych bun¢k ve tkéani, ve kterém ziji.

e Mezenchymalni stromalni buiiky (mesenchymal stromal cells, MSC) = je to heterogenni
populace kmenovych bunék, které Ize izolovat z mnoha riznych tkéni.

e Embryo = vznika po splynuti spermie s vajicka. U ¢loveka jde o obdobi od 2. do 8. (nebo
10.) tydne intrauterinniho vyvoje.

e Fetus (plod) = je nenarozeny jedinec ve fetalnim vyvojovém obdobi. To je obdobim
mezi embrya a narozenim.

¢ Blastocysta = je to nékolik dnu staré embryo

e Dystrofin = protein, ktery pomaha svalové bufiky, aby jejich normalni tvar a funkci)

® Apoptéza = programovand bunéfnd smrt, je mechanismus slouzici k eliminaci
nepotitebnych ¢i poskozenych bunék

e Fibroza = zmnozenivaziva, typupojivové tkané¢ v dusledku hojivého procesu

po zanétu, zranéni Ci jen reparativni reakce


https://cs.wikipedia.org/wiki/Embryo
https://cs.wikipedia.org/wiki/Narozen%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Vazivo
https://cs.wikipedia.org/wiki/Pojivov%C3%A1_tk%C3%A1%C5%88
https://cs.wikipedia.org/wiki/Hojen%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Z%C3%A1n%C4%9Bt
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C3%9Araz

e Cytokiny = jsou produkovany bunkami imunitniho systému (makrofagy, T-lymfocyty,
atp.) a jsou schopné navodit naptiklad rychlé déleni a diferenciaci ur¢itych typt bungk,
které se ucastni v boji proti patogeniim v imunitni obrang.

e Chemokiny = skupina malych cytokind s chemotaktickym G¢inkem, jejichz hlavni funkci

je regulace migrace bun¢k


https://cs.wikipedia.org/wiki/Imunitn%C3%AD_syst%C3%A9m
https://cs.wikipedia.org/wiki/Makrof%C3%A1g
https://cs.wikipedia.org/wiki/T-lymfocyt
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A9_d%C4%9Blen%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Diferenciace
https://cs.wikipedia.org/wiki/Patogen

UVOD

Buné¢na terapie je v soucasné dobé rychle se vyvijejici obor, ktery vyuziva k terapii
ruznych chorob izolované bunééné populace. V bunécné terapii se pouzivaji zejména
kmenové bunky, které diky svym vlastnostem mohou byt slibnou lécbou mnoha

onemocnénim.

Kmenové builky jsou nediferencované buiiky, které maji schopnostse délit

(proliferovat) a pfeménit se na jakykoliv jiny buné¢ny typ, neboli se diferenciovat.

Kmenové buiiky se nachdzeji prakticky ve vétsing organi a tkéani lidského téla, presto
ale pfedstavuji maximalné jedno procento vSech bun¢k organismu. Schopnost téchto bunék
diferenciovat se za b&znych okolnosti, umoznuje télu vytvofit si nové buiiky a opravit tak
poskozené casti téla jako jsou napiiklad tkané€, svaly, organy, kosti, krev nebo kize. Diky
vlastnostem, které maji, by jednou mohlo byt mozné vylécit spoustu nevylécitelnych nebo
Spatné lécitelnych nemoci, jako je napfiklad Crohnova choroba, revmatoidni artritida,
Diabetes mellitus nebo leukemie, ale také nas mohou tyto buiikky dovést k podstaté

a pochopeni mnoha chorob.

Bunécna terapie se provadi jiz nékolik let a prvotné byly kmenové burnky testovany
a zkoumany na zvifatech. Nejznamé&jsim prikladem je 1é¢ba leukemie za pomoci kmenovych
bunék z kostni dfené. Na vybranych zahrani¢nich klinikach vyuzivaji k 16€bé uréitych druht
nemoci buiiky napf. z pupeénikové krve, embryonalnich a fetalnich kmenovych buné¢k a také

buné€k z tkané tukové.

Je zde poukazano na to, jaké ma bunéna terapie vyuziti Vriznych typech
onemocnéni. Zpracovani ur¢itych druhti bunék na konkrétni nemoci je rozdilné. Lisi se
zejména v druzich bungk, jejich kultivaci, zpracovani a druhu podani. Kmenové burniky maji
také vedlejSi ucinky, coZ ma sva nebezpeci. Je proto dilezité zvazit prednosti a rizika

Vv jednotlivych ptipadech.
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Buné¢na terapie

Bunécna terapie muize byt definovana jako terapie, ve které se bunétny material
injekén¢ vpravuje do téla pacienta [1]. Terapie se vyuziva na opravu nebo vyménu
poskozenych nebo nemocnych lidskych bunék, tkani nebo organii a na obnovu normalni
bézné funkce [2]. Buné¢nou terapii mizeme rozdélit na dvé ¢&asti. Prvni ¢ast zahrnuje
transplantaci lidskych bun¢k od darce do téla pacienta. Tato Cast transplantace bunék je
perspektivni zejména do budoucna. Druha ¢ast bunécné terapie zahrnuje injekeni vstiikovani
materidli zivociSného ptivodu k 1é€bé onemocnéni. V uvedené praxi postrada jakékoli
1ékaiské dukazy o uCinnosti a mize mit velmi vazné nasledky [3]. Tento zpisob 1é¢by
nemuzeme vyuzit, pokud neni ovéfen na zviratech. Nelze také vyuzit takové terapie, které by

mohly pacienta vyrazné ohrozit, jak je tomu napf. v nékterych méné rozvinutych zemich [4].

Jednim z hlavnich problému je, ze na zaklad€ jejich charakteristiky neomezené
sebeobnovy a rychlé proliferace jsou kmenové bunky vyznamnym rizikem maligni

transformace a tvorby teratomu [5].

1.1 Kmenové buiiky jako dilezita sou€ast bunécné terapie

1é¢bé mnoha prozatim nelé¢itelnych onemocnéni [7]. Vyuzivaji se diky svym schopnostem
jako je sebeobnova, diferenciace a také proto, ze maji potencial k obnové tkani [6]. Byly
identifikovany témér ve vSech organech lidského téla a hraji dalezitou roli pfi vyvoji,
homeostaze a nemoci [8]. Kmenové buinky lze vyuzit pii 1é¢bé mnoha nevylécitelnych
nemoci jako je: Parkinsonova choroba, cukrovka, Alzheimerova choroba, Duchennova
svalova dystrofie, infarkt myokardu, autoimunitni onemocnéni, détskd mozkova obrna,

leukemie, aj. [6, 9].

Cely organismus vznikd zjedné bunky, zygoty, ta vSak neni schopna sebeobnovy
a vytvari buiky moruly a poté blastocyty [10]. Pro kmenové buriky je charakteristické, ze
maji schopnost se v bunééném déleni rozdé€lit na dva typy. Po kazdém bunééném déleni
alespon jedna ze dvou dcefinych bun¢k zachovava ptivodni vlastnosti kmenovych bunék. Ty
mohou byt rozd€leny podle jejich piivodu nebo potence. Kmenové buriky (SCs = Stem Cell)
typicky vytvaii jen omezeny pocet bunécnych typli a jsou multipotentni (mezenchymové
bunky) nebo unipotentni (spermatické bunky) (obr 1). Vétsina SCs hematopoetickych,

mesenchymalnich) maji omezenou schopnost zvladnout hlavni trauma nebo onemocnéni,
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kterd by zpuUsobila rozsdhlou ztratu bun€k a tkani. ESC z casného embrya maji potencial
vytvaret jakykoliv bunéény typ, jsou pluripotentni. Podle piivodu kmenovych bunék mohou
byt rozd€leny do tfi skupin: embryonalni (ESCs = embryonic stem cells), fetalni (FSCs =
Fetal Stem Cell) a dospélé kmenové bunky (ASCs = Adult Stem Cell). ESC vznikaji
z embryoblastu blastocysty. ASCs nalezneme u déti i dospélych ve vSech tkanich téla (napf.
kostni dien, tukova tkan, pupecnikova krev, zubni dfen, kosterni sval atd.) [10, 11, 12, 13].
Mezenchymové KB mohou ménit mikroprostiedi tkdn€ prostiednictvim sekrece rozpustnych

faktoru [14].

Totipotentni SCs

‘ Pluripotentni SCs

®
TN L T

Sval Nerv Kost Ostatni tkané

Cervené krvinky Bilé krvinky

Obrazek 1 - Struktura kmenovych bunék [2]

1.1.1 Embryonalni kmenové bunky

ESC maji schopnost si vybrat mezi dlouhodobou sebeobnovou a diferenciaci
[10]. Tyto kmenové bunky jsou tak plastické, ze za uritych okolnosti mohou byt
podany i jinému zivo¢isnému druhu [15]. Jsou schopné diferenciace na buiky
pfitomné ve vSech 3 embryondlnich zarode¢nych vrstvach, a témi jsou ektoderm,
mezoderm a endoderm, kvili tomu se nazyvaji pluripotentni, Cim jsou embryonalni

bunky star§i, tim se stavaji vice a vice omezené v jejich schopnosti diferencovat
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se do n€kolika linii. Potom se nazyvaji multipotentni; t0 znamena, Zze jsou schopny

tvorit omezeny pocet typti bunék [16].

1.1.2 Fetalni kmenové bunky (FSC)

FSC maji potencial nabidnout idealni rovnovahu mezi kvalitou a etikou [17]. Ruzné
podtypy fetalnich kmenovych bunc¢k byly popsany na zaklad¢ tkané, ze kterych jsou
odvozeny, tj. plodova voda, pupe¢ni $ndra, amnioticka membrana a placenta (obr. 2). Fetalni
kmenové buiiky netvofi teratomy. Jsou relativné snadné dostupné a maji vysokou miru
proliferace, a to déla FSC idealni zdroje bun€k pro regenerativni medicinu [18]. FSC maji
vlastnosti, které jsou mezi ESC a dospélymi KB a mizou byt derivovana z riiznych tkéani
Vv t€hotenstvi v prvnim trimestru fetalni Krve, jater a kostni dfené, ve druhém trimestru jater,
plic, slinivky bfis$ni, kostni diené, plodové vody, pupecniku a membran. FSC ukazuji
piednostné diferenciaci kosti in vitro a in vivo, coz by mohl byt prostiedek pro 1écbu jak
vrozenych, tak ziskanych nemoci. [19]. Poéet KB ziskanych z plodu je mensi nez
z embryonalnich tkani, ale ziskani FSC je mnohem snazsi, jednodussi, Cast&jsi a nejsou
problémy s etikou jako u ESC.

FSC jsou atraktivnéjsi nez ESC, protoze jejich odebrani nevyzaduje zni¢eni embrya,

nebot’ zdroj FSC je povaZovan za odpad [20].

1.1.2.1 Z plodové vody (AFS= amniotic fluid-derived stem cells)

Bunky plodové vody (AFS), maji pluripotentni vlastnosti. Lidska plodova voda
se ziskava aminocentézou. Pii odbéru a zpracovani bunék nejsou kladeny zadné etické
otazky. Plodovd voda obsahuje fadu kmenovych buné€k pochézejicich z embryonalnich
a extra-embryonalnich tkani. Také tam lze nalézt bunky plodu pochazejici z kiize, dychacich
cest, urogenitalniho a zazivaciho traktu. V ptfipad€ anomalii plodu mohou byt v plodové vodé
nekdy pfitomny nevhodné typy buné€k, jako jsou nervové buiiky. Buiikky plodové vody
se bézn€ pouzivaji pro prenatdlni diagnostiku Siroké Skély fetalnich abnormalit v disledku
genetickych vad. Druhy a vlastnosti bun¢k amniotické tekutiny se méni s délkou téhotenstvi
a také v pripad¢, Ze je u ditéte nalezena fetdlni patologie. Na zéklad¢ morfologické a ristoveé
charakteristiky mohou byt buiiky rozdéleny do tii typu: specifické fibroblastoidni, epiteloidni

a buniky plodové vody. AFS netvoii teratokarcinomy. Buitkky maji Siroké spektrum schopnosti
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diferenciace, ktera byla prokazana u vsech tfi zarode¢nych vrstev. AFS je vhodnym zdrojem

kmenovych bungk pro klinické ucely [16, 21, 22].

Amniotic membrane
Amnictic Epithelial Cells
Amniotic Mesenchymal Cells
Amnion-gdenived Stem Cells

Amniotic fluid
Amniotic Fluid Mesenchymal Stem Cells
Amniotic Fluid-derived Stem Cells

Wharton’s jelly

Umbilical Cord Matrix Mesenchymal Stem Cells

Placenta
Placenta-derived Stem Cells

Obrdazek 2 - Zdroj extra-embryondlnich kmenovych bunék [3]

1.1.3 Mezenchymové kmenové bunky (MSCs = mesenchymal stem cell)

Je prokazano, ze MSCs existuji nejen v kostni dfeni, ale prakticky ve vSech orgéanech,
napft. tukové tkani, pupecnikové krvi, plodové vod¢, periferni krvi, zubni tkani, kazi ... [23].
Ziskavame je nejcastéji punkci kostni diené (z lopaty kosti kycelni), odbérem tukové tkané
(liposukci) nebo z pupecnikové krve a jejich naslednou kultivaci v podminkach in-vitro.
Takto ziskané multipotentni kmenové buiky jsou nediferencované, nekrvotvorné a mohou
se zménit Vfadu jinych bunéfnych typd, hlavné v osteoblasty (bunky kostni tkang),
chondrocyty (buniky tvofici chrupavky), tenocyty (Slachy), myocyty (buiiky kosterni),
kardiomyocyty (buniky srdeéni svaloviny) ¢i adipocyty (buiiky tukové tkan¢) [15].

1.1.3.1 Kmenové buiky z tukové tkané (ASCs, adipose stem cells)

ASCs maji terapeutickou pouzitelnost v riznych oblastech pro reparaci a regeneraci
akutnich a chronicky poskozenych tkani [24]. Bylo prokazano v preklinickych a klinickych
studiich, ze aplikace ASCs je bezpe¢nd a ucinnd jak pfi zranéni, tak pfi nemoci. Tento typ

bunék je jedenim z nejslibnéjsich SCs identifikovanych tak dobfe, protoze lidska tukova tkan
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je vsudypfitomna a Ize snadno ziskat ve velkém mnozstvi. Z tohoto divodu je pouziti
autolognich ASCs Vv soucasné dob¢ velmi dobrym vyzkumnym nastrojem [25]. Tyto bunky
také maji chondrogenni, neurogenni a osteogenni schopnosti. Vék darce mize byt faktorem,
protoze nékteré studie ukazuji, ze diferenciacni kapacita je vyssi v kultufe mladsich lidi

ve srovnani se star§imi lidmi. [26].

1.1.3.2 Kmenové bunky z pupe¢nikové krve (UCB, umbilical cord blood)

UCB jsou vSechny novorozeneckého pluvodu, a proto maji vynikajici vlastnosti,
zejména vysoky proliferatni a diferenciacni potencial. Builky jsou snadno dostupné
ve velkém mnozstvi z tkang, které jsou obvykle odstranény a mohou byt izolovany a rychle
a levné kultivovany in vitro. Maji nizké riziko vzniku teratomu [5]. Ziskané bunky mohou byt
zmrazeny ("kryokonzervovany") v bunéénych bankach a jsou v soucasné dobé pouzivany
k 1é€bé déti s rakovinou, krevnimi chorobami, jako je leukémie, stejné jako genetické
k malému poctu bunék ziskanych z jedné pupecni Sndry. Takova 1é¢ba pro dospé€lé vyzaduje
transplantaci krve ze dvou az ¢tyt pupecnich $iir. Nicméné jedna z vyhod transplantace UCB
je, ze je méné pravdépodobné, Ze bude transplantace imunitnim systémem odmitnuta,
nez tomu byva obvykle u transplantace kostni diené. Pupecnikova krev musi byt jesté
piizptisobena pacientovi, tak aby byla transplantace uspésna [27]. Pupecnikova krev se musi
zpracovat nejpozdeji do 48 hodin po odbéru. Vzorek se smicha V pfesném poméru
se specialni latkou (kryoprotektivnim roztokem) a to zabrani poskozeni bunék v pribéhu
zamrazeni. Také se muZze upravit objem pupeénikové krve odstranénim c¢asti plazmy.
Nejmodernéj$i pfistroje sami automaticky upravuji a reguluji objem a michani
s kryoprotektivnim roztokem. Pomoci par tekutého dusiku probiha ve specidlnim pfistroji
zamrazeni bunék. Tento proces je fizen pocCitatem a vzorek je tak postupné ochlazen
na teplotu -180 °C [28]. Dale se odebiraji vzorky na zjisténi HLA typizaci bunék v krvi.
Zjisténi HLA znakt na povrchu bunék je zasadni pro pouziti bun¢k k transplantaci. Sleduje
sezpravidla 6 znaki a je potieba, aby  mezi darcem a pfijemcem byla
co nejvétsi shoda. Idealné by to meéla byt shoda uplna, tedy 6 z 6. Pupecnikovou
krev lze transplantovat az do neshody 4 z 6 znakd u nepfibuzného darce. Po transplantaci,
ale stoupa riziko potizi a nezadoucich tc¢inku [29]. ZvySena imunitni odpovéd’ u dospélych

pacientd muze zpusobit problémy jako je napiiklad reakce §tépu proti hostiteli [28].
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1.1.3.3 KB z kostni dfené

Kostni dfent je me¢kka houbovita tkan, kterd je tekuta a vypada jako krev. Nachazi se
Vv dutinach dlouhych kosti, jako jsou ky¢le a stehenni kosti. Kmenové buniky z kostni diené
jsou zodpovédné za produkci novych krvinek. Existuji dvé hlavni vétve SCs v kostni dfeni,
krvetvorna SCs a mezenchymalni SCs. Kostni dfeni obsahuje buiiky nezralé a kmenové, které
se mohou vyvinout do ¢ervenych krvinek, bilych krvinek a krevnich desti¢ek. Kostni dfei je

béznym zdrojem pro odbér lidskych SC [30, 31].

1.1.4 Indukované pluripotentni kmenové burky (iPSC)

iIPSC (Induced Pluripotent Stem Cells) se podobaji na molekularni a funkéni Grovni
lidskym ESC. Pro modelovani chorob, testovani 1éka a také v regenerativni mediciné mohou
byt IPSC povazovany za lepsi nez lidské ESC. Nejedna se o bunéény typ, ktery by bylo
mozné najit ve vyvijejicim se ¢i dospélém Cloveku, ale jsou pfipravovany uméle cilenou

modifikaci jiz diferenciovanych bunék téla, nejéastéji fibroblastd [32].

iIPSC bunky pfitahovaly velkou pozornost, protoZze mohou byt generovany z dospélych
somatickych buné¢k, aby se zabranilo etické otazce souvisejici s vyzkumem pouziti lidskych
embryi. Tyto reprodukéni buiiky byly pouzity k vytvofeni mysich embryi, kterd vyrostla
do Zivé narozenych mysi, kdyz hostitelem je nahradni matka. Mohla by byt pouzita tato
technologie k vyrobé lidskych embryi z koznich buné€k podobnym zplsobem? Tuto
technologii jesté neni mozné provadét u lidi, pfesto existuji obavy nad tim, jak by mély byt

tyto postupy regulovany [4].

1.2 Historie

V 19. stoleti bylo Virchovem a Schwannem formulovano tvrzeni ,,omnis cellula
acellula®. To popisuje, ze tkan¢ savcl obsahuji hlavni bunky, ze kterych vznikaji dalsi jiné
buniky [10]. Na zacatku 20. stoleti hraly dulezitou tlohu pifi vyzkumu bunék schopnych
sebeobnovy, pokusy o transplantaci kostni diené [33]. V roce 1909 Maximov pronesl teorii,
ze lymfocyty pusobi jako obecné kmenové buiiky, které cestuji tkdnémi, aby se usadily
ve vhodném mikroprosttedi. O par let pozdéji vroce 1917 Pappenheim zvetejnil svij
predpoklad o existenci nediferencovanych kmenovych buné€k, které pojmenovaval

,,gemeinsame Stammzelle* [10]. Poté az v roce 1950, védci zjistili, ze kostni dien obsahuje
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alespon dva druhy kmenovych bun¢k, a to krvetvorné kmenové bunky, které tvoti vSechny
typy krevnich bunék v téle [34]. Roku 1957 Thomas a kolektiv poprvé podali zpravu
0 usp&Sné nitrozilni infuzi kostni dfené u pacientl, ktefi podstoupili ozafovani nebo
chemoterapie. V roce 1990 za to dostaly Nobelovu cenu. Thomas a kolektiv také stanovily
zakladni pravidla pro uspéSnou transplantaci kostni diené. Transplantace kostni dfené byla
prvni terapie za pomoci kmenovych bun¢k [33]. V roce 1961 James Till a Ernest McCulloch
prokazaly existenci buiiky CFU-S (colony forming unit-spleen) metodou slezinnych kolonii.
O rok pozdégji tedy 1962 byl Goodmanem a Hodgsonem poprvé pouzit termin kmenova
bunka. Také definovali vztah téchto bun¢k k obnové krvetvorby u mysi po celotélnim ozareni
[10]. Kanadsti védci Ernest McCulloch a James Till vroce 1963 kvantitativné popsali
sebeobnoveni kostni diené u mysi, které byla transplantovana kostni dfeii od jiného jedince.
Také dé¢lali experimenty na mys$i kostni dfeni a pozorovali, zdali rtizné krevni bunky
pochazeji ze specialnich tfid bunék. To je jeden z prvnich dukazi krevnich kmenovych bunék.
V roce 1968 byla provedena doktorem Thomasem prvni Gspé$na transplantace kostni diené
u dvojcat, z nichz jeden trpél n€kolika kombinacemi ziskané imunitni nedostate¢nosti. Mezi
darcem a pifijjemcem u této transplantace byla naprostd HLA kompatibilita.
Mezi nepiibuzenskymi jedinci byla provedena uspéS$na transplantace v roce 1973 [33].
Objeveni kmenovych bunék v lidské pupecnikové krvi bylo az v roce 1978. Roku 1981 bylo
prvni odvozeni linii embryonélnich kmenovych bunék vyvinutych z embryoblastu mySich
blastocyst [29]. V roce 1997 Gspésné prvni naklonovani savce ze somatické buiiky dospélého
jedince (ovce Dolly) [33]. V roce 1998 védec James Thomson izoloval lidské embryonalni
kmenové bunky, které jsou odvozeny od casnych embryi. Tyto bunky maji potencial
k omlazeni a specializovat se do tkani. Tento objev také iniciuje etické otazky o vyzkumu
lidskych embryondlnich kmenovych bun¢k. V roce 2001 se Americké spolecnosti podafilo
k 1ékafskym tGcelim naklonovat lidské embryo. Pomérné velky pokrok ve vyzkumu
indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék byl v roce 2006 [29]. V pribéhu poslednich
deseti let byly nalezeny somatické kmenové buniky v mnoha organech a tkanich, vcetné
centralniho nervového systému, kostni dfen€, periferni krve, krevnich cév, pupecnikové krve,
kosterniho svalu, epidermis kiize, zubni diené, srdce, stiev, jater, slinivky biisni, plic, tukové

tkané, ovarialni epitel, sitnice, rohovky a varlat [13].
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1.3  Vyuziti

Embryonalni kmenové bunky, dospélé kmenové builky a indukované pluripotentni
kmenové bunky mohou byt pouzity pro ucel transplantace. Potfebuji pouze spravné médium
obsahujici faktory, které budou poskytovat pozadovanou stimulaci pro fizené
diferenciace a makroprostiedi s odpovidajici teplotou, pH, rychlost plynu (jako je bioreaktor),
trojrozmérné struktury pro zajiSténi spravného mikroprostfedi pro bunécnou proliferaci, rist

a diferenciace (obr. 3) [35].

mechanicka
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proliferace bunék kultivace bunek

Obrazek 3 - Princip vyuziti kmenovych bunék [1]

1.4  Ziskani kmenovych bun€k pro bunécnou terapii

Ackoliv embryonalni SCs maji sice nejvyssi stupen diferencia¢niho potencialu, nejsou
vSak snadno dostupné a zprostifedkovani téchto bun¢k z embryi ¢i tkani plodu, v¢etné aborti,
vyvolava nabozenské a etické otazky [13]. Naopak, nékolik typt dospélych SCs, jako jsou
SCs mezenchymalni, hematopoetické, kozni, stromalni kmenové bunky derivované z tukové
tkané, jsou dostupnéjsi a tolik nevyvolavaji etické diskuse oproti embryonalnim SCs. Existuji
urcitd omezeni praktického vyuziti embryonalnich SCs a indukovanych pluripotentnich SCs.
(iPSC): naptiklad bunécné regulace tvorby teratomu, etickd tivaha, imunitni problémy tykajici

se SC a potize s genetickou manipulaci s ohledem na iPSCs [27].

20



1.4.1 Embryonalni kmenové burniky (ESCs)

Tyto buniky lze ziskat z embryi ve stadiu blastocysty nebo moruly (4-5 dni star¢) [36].
Blastocysta je shluk bunék v mnozstvi asi 150 bun€k o priméru ~ 0,2 mm. Bunky
V blastocysté také obsahuji SCs, které pak vyzkumnici izoluji a péstuji v laboratofi jako
bunky ESC [4]. Blastocysty jsou vyrobeny z nepouzitych embryi vytvofenych
pomoci in vitro fertilizace pii problémech s neplodnosti. Mohou byt také pouzity bufniky

vvvvvv

vyzkumné ucely s pisemnym souhlasem rodicu [17].

1.4.2 Fetalni kmenové bunky (FSC)

FSC mohou byt odvozeny bud’ ztkani plodu (z potratu) nebo pupecnikové krve,
plodové vody, Whartontiv rosol a plodovy vak [18].

1.4.2.1 Z pupecnikové krve

SCs z pupecnikové krve mohou byt ziskany z pupecni $niiry po narozeni ditéte. Odbér
se mize provést az po podvazani a piestiizeni pupecniku. Neni to bolestivé ani pro matku, ani
pro dité¢ a neptedstavuje to pro né zadné riziko. Pouze v ptipadé komplikaci u porodu, kdyby
odbér pupecnikové krve mohl zkomplikovat nebo zdrZet neodkladnou péci o rodicku nebo
0 novorozence, muze 1€kat rozhodnout odbér ze zadvaznych diivodii neprovést, Zivot matky
a ditéte ma vzdy piednost. Buniky z pupecnikové krve jsou shromazd’'ovany do vaku. Jednotka
pak podstoupi dalSi zpracovani (pfednostné¢ dochazi k odstranéni cervenych krvinek)
a konzervaci (zmrazeni) a jsou uloZeny v kapalném dusiku v mrazéku pro piipadné pouziti
Vv pozdégjsi dobé. Bunky v pupeénikové krvi mohou byt méné zralé, to mize nékdy znamenat
veEtsi odliSnosti v tkanich tzn. jsou rozdilné HLA systémy, které potom soupeti mezi buntkami
darce a ptijemce. K dispozici mize byt také mensi vyskyt potransplantaénich odpovédi jako
je naptiklad reakce $tépu proti hostiteli (komplikace transplantace, ktera muze byt zivot
ohroZujici). Pacienti se vzacnymi typy HLA, jsou ¢asto uspéSni v nalezeni vhodného kabelu

Sté€pu, kdyz jiné zdroje nejsou k dispozici. [27, 28, 31].
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1.4.2.2 Z plodové vody (AFS= amniotic fluid-derived stem cells)

Tento zdroj KB je jediny z AFS, kde dochazi k odebrani bunék ptfed porodem.
Plodovd voda byla ziskdna amniocentézou. Amniocentéza je rutinni klinicky zakrok
provadény mezi 15-20. tydnem téhotenstvi pro prenatalni diagnostiku. Vpich se provadi pies
sténu bfisni v oblasti délohy velmi tenkou jednordzovou jehlou, bez umrtveni, protoze je
témer nebolestivy. Pfi jednom odbéru se vezme 20-30 ml plodové vody. Cely odbér je pod
kontrolou ultrazvuku. Jedna se o eticky schvaleny a potvrzeny postup. Plodova voda byla také
pouzita z odvodnéni u t€hotnych pacientek s nadbytkem plodové vody. Vzorky bunék byly
pouzity pouze tehdy, kdyz nebyly zjistény zadné vyznamné abnormality v cytogenetické
analyze. VSichni pacienti museli vzdy dat pisemny souhlas, aby mohly byt vzorky déle

pouzity pro vyzkumné ucely [16, 37, 38].

1.4.3 Indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC)

Tento typ kmenovych bunc¢k se nachazi nékde mezi dospélymi a embryondlnimi
kmenovymi bunikami. iPSC jsou odvozeny z diferencovanych bunék, jako jsou kozni
fibroblasty, ale byly také odvozeny z jater, beta bunék slinivky biisni a zralych B bunék. Zda
se, ze pres rozdily v jejich pivodu, maji stejny potencial a vlastnosti jako embryonalni KB.
Jedna se o vysoce univerzalni bunky podobné jako ESCs, ale jsou vyrobeny
ze specializovanych ~ bunék  dospélych  pomoci laboratornich  technik  (genetické
preprogramovani) [29]. Buniky lze pfeprogramovat nékolika zplsoby, napf. pfenos jader
somatickych bunék (SCNT) , zména pienosu jadra (ANT) a metody fuze somatickych bunék
z ESCs [4, 25, 18, 39].

Pfenos jader somatickych bun¢k (SCNT)

Lidské oocyty (vajicka) se ziskaji z dobrovolného darce (zeny), jenz pfijal 1€ky, které
stimuluji produkci vice nez jednoho vajicka v pribéhu menstruacniho cyklu. Lékaii pak
odstraniuji jadro z darovaného vajicka a nahrazuji ho jadrem ze somatické bunky,
tedy dospélymi bunkami z jiné ¢asti t€la. Oocyt s nové pienesenym jadrem je pak stimulovan
se vyvijet. Oocyt se miize vyvinout pouze v piipadé, Ze transplantované jadro se vrati
do pluripotentniho stavu pomoci faktora ptitomnych v cytoplasmé oocytd. Proces pienosu
jiného jadrado vaji¢ka ,pfeprogramovani“ ji dostane do pluripotentniho stadia,

to je reaktivace uplné sady gent pro vyrobu vsech tkani v téle. Tato zména ve stavu zralého
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jadra se nazyva jaderné preprogramovani. Vaji¢ko se poté nechd vyvijet v laboratofi po dobu

nékolika dni, a pluripotentni kmenové bunky jsou odvozeny od néj [39, 40].

1.4.4 Mezenchymalni kmenové bunky

Mohou se ziskavat naptiklad z kostni diené, tukové tkan€, pupecnikové krve,

ale i dalsich tkani [15].

1.4.4.1 Z kostni dfené

Odbér kostni diené je bezpecny. Trva priblizné hodinu a provadi se v celkové narkoze.
Z vnitiku kosti miizeme kmenové buriky ziskat jednoduchym odsatim dutou jehlou z dutiny
kosti v plné narkoze. Celkové se odebira i vice nez 1 litr krve z kostni diené kosti kycelni
[30, 31, 41]. Po asi 2-3 hodinach po skonceni odbéru mize byt darce bezpecné propustén
domii. Po odebrani jsou kultivovany v médiu s 10% fetalnim telecim sérem [42]. Pokud
je velky casovy rozestup (az nékolik dni) mezi odbérem a infuzi, mize byt kostni dien
skladovéana bud’ pii pokojové teploté, nebo v chladnicce po dobu 24 az 48 hodin. Kostni dren
muze byt také konzervovéana chlazenim nebo zmraZzenim, pokud je to nutné. Tento postup
se bézné¢ pouziva, pokud jsou vzorky shromazdovany pro pouziti v autologni
transplantaci. Zmrazené bunky jsou obvykle ulozeny v kapalném dusiku v mrazaku [31].
Odbér kostni diené mize mit mirné vedlejsi ucinky. Velka vétSina darci pocitila bolest
Vv oblasti vpichu nebo pouze v zddech. Mirné negativni dopady mohou zahrnovat zvySenou

teplotu, nevolnost, zvraceni nebo mirnou bolest hlavy [43].

1.4.4.2 Z periferni krve

Odbér HSCs zperiferni krve se provadi ambulantné pomoci pfistroje
neboli separatoru. Toto zatizeni funguje jako odstfedivka, ktera oddé€luje slozky plné krve
od darce. Darce je napojen na separator loketnimi zilami, pouze ve vzacnych piipadech,
kdy darce ma Spatné zily, jde pouzit centralni zilni katétr. Krev vstupuje do zafizeni
a je zpracovana tak, ze krvetvorné progenitorové bunky a dal§i bilé krvinky se odstrani,
zbytek krve se vraci do darce pies druhou jehlu umisténou v druhé loketni jamce. Cely odbér
trva cca 4 hodiny. Po asi 2-3 hodinach po skonceni odbéru muze byt darce bezpetné

propustén domi. Jelikoz je SCs v krvi velmi malo je zapotiebi je pfed samotnym odbérem
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vyplavit z kostni dfené do krve pomoci tzv. ristového faktoru (G-CSF, =Granulocyte Colony
Stimulating Factor). Rustovymi faktory si kazdy organismus reguluje normalni tvorbu vsech
krvinek. Pacienti darujici autologni progenitorové bunky periferni krve také obdrzi
chemoterapii jako soucast mobilizace. Pokud je delsi doba (az nékolik dni mezi odbérem
a infuzi), mohou byt progenitorové bunky periferni krve skladovany pii pokojové teploté,
nebo v chladnic¢ce jako KB ziskané z kostni dfené. Podobn¢ jako darci kostni dfené, i darci
PBSC mohou trpét mirnymi nepfiznivymi 0G¢inky. Zavazné, zivotu nebezpecné vedlejsi

ucinky nejsou casté [30, 31, 41, 43].

1.4.4.3 Z tukové tkané

ASCs lze ziskat ve vysokém poctu bud’ z aspiratu z liposukce, nebo z fragmentl
podkozni tukové tkan¢ a mohou byt snadno pomnoZzeny in vitro. Izolované ASC jsou obvykle
péstovany v jednovrstevné kultufe v zakladnim médiu obsahujicim 10 % fetalniho bovinniho

séra [25].

1.5 Aplikace kmenovych buné€k do organismu

Kmenové buiky se daji implantovat nékolika zplisoby a to systémové, lokalné nebo
kombinované. Pfi lokalnim podani se pouzivaji cesty intracerebralni, intraventrikularni,
intraspindlni, intramuskularni a intrathekalni. Pfi poddni systémovém jde o intraarterialni,
intraven6zni a intraperitonealni cesty. Tyto aplikace jsou vhodné diky relativnimu
neinvazivnimu podani, které jsou spojené s nizkym rizikem dodate¢ného poSkozeni tkané

ptijemce [44].

Zpusob aplikace kmenovych bun¢k miZze vyznamné ovlivnit pocet bunck na cilovou
oblast, stejn¢ jako vyskyt nezadoucich Uc€inkl. Velkym problémem pii systémovém zavadéni
kmenovych bunék je, ze bunky mohou byt zachyceny uvniti organu, které filtruji krev (efekt
prvniho prichodu). Aby se tomuto zabranilo, byla vymyslena strategie, ktera minimalizuje
adhezi plic a zlepSeni vestavéni systémoveé zavedenych kmenovych bunék, a proto jsou
pouzivany rtzné cesty aplikace bun¢k do téla pacienta. Napiiklad na rozdil od intra-vendznich

infuzi a intra-arterialnich pfistupt lze plicni ob&h obejit, coZ ma za nasledek vynikajici dodani
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a trvalou ptitomnost kmenovych bunék v ischemickém mozku. Avsak arterialni pfistup muze

zpusobit arterialni okluze, coz ma za nasledek mrtvice [44, 45].

Velmi zalezi na typu a loziscich poSkozeni, protoze podle toho se rozhodne, kam a jak
se mohou transplantovat kmenové bunky, aby jejich pusobeni v organismu bylo
co nejucinnéjsi. Blizké okoli v misté poranéni hraje vyznamnou roli v migraci bunék, protoze
¢im jsou implantované bunky vzdalenéjsi od loziska poskozeni, tim sldbne jejich plisobeni

[45].

Pfed samotnou transplantaci je nutné pacienta na tento zakrok pfipravit napf.
chemoterapii nebo celotélovym ozafenim. Toto opatfeni je nutné, aby se znicila nemocna
kostni dfen, nebo se v kostni dfeni udélalo misto pro zachyceni nové krvetvorby [41, 46].
Pocet bun€k a rychlost implantace jsou rozhodujicimi faktory pro dosazeni vysoké ucinnosti

bunék v buné¢né terapii [47].

1.5.1 Vybrane aplikace kmenovych bunék

1.5.1.1 Systémové podani kmenovych bun¢k

Intra-veno6zni aplikace (do zily)

Kmenové buiiky se podaji pacientovi do zily jako bé&zna transfize, nejde tedy
0 zadnou operaci. Nejbezpecnéjsi, nejjednodussi a nejpouzivanéjsi zpusob podavani
kmenovych bunék do celého téla. Anestezie neni nutna, pouze Vv nékterych ptipadech mize
byt podana lehkéd anestézie. Builkky se pak krevni cestou dostanou do kostni dfené, kde
se uchyti, za¢nou se mnozit a po urcité dob&é obnovi krvetvorbu. Cely proces podani obvykle

trva asi 20 az 30 minut. Aplikace se pouZziva na spoustu nemoci, ale i na 1ébu poruch zraku,

détské mozkové obrny i roztrousenou sklerézu. [41, 46, 48].

Intra-arterialni aplikace (do tepny)

Intra-arterialni injekce vyznamné snizuje zachyceni bunék v plicich a zvysuje se
pravdépodobnost, ze injikované buniky najdou 1épe cilové poskozené organy ve velkém

organismu. Tato aplikace muze zabranit implantovanym buikam se Siroce distribuovat
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do jinych organti. Pro regeneraci tkani a organti maji lepsi G¢inky kmenové buriky aplikované

intraarterialné nez intravenozné.

Napiiklad kmenové buiniky podané pies renalni arterie se homogenné distribuovaly
vramci ledvinné tkang€, coz vyrazné zlepSilo funkce ledvin a histologickou strukturu,

ve srovnani s intravenozni infuzi kmenovych bun¢k na akutni poskozeni ledvin krysy [47].
Intra-koronarni aplikace (do koronarnich tepen)

Kmenové buiiky se podaji do organismu katetrizacni metodou s vyuzitim balénkového
katetru typu ,,over the wire“, ktery je zaveden do koronarni tepny. Poté katetr na pfechodnou
dobu tepnu uzavird. Kmenové bunky jsou poté aplikovany luminem balénku na misto uzévéru
tepny. Tato metoda byla pouzivana pro svoji pomérnou jednoduchost a minimalni invazivitu,

ve velkém mnozstvi experimentalnich a klinickych studii [49, 50].

1.5.1.2 Lokalni aplikace kmenovych bun¢k

Intra-artikularni aplikace (do kloubu)

Kmenové buiiky se injekéné vpravuji ptimo do postizeného kloubu licencovanym
I¢kafem. Tento zplsob se bézné pouziva pro artritidu. Intraartikuldrni implantace (obr. 4)
je zcela bezpecna a nevyzaduje anestezii. Tato aplikace se pouziva u pacientd s fokalnimi

vadami, osteoartritidou a dalsimi nemocemi [48, 51, 52].

Obrazek 4 - Intra-artikularni aplikace
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Intra-muskularni aplikace (do svalu)

Kmenové bunky se injekéné vpravuji pfimo do svalu. Intramuskuldrni implantace
je velmi bezpecna a nevyzaduje anestezii [48]. Idealnim mistem pro podani injekce jsou
stehna, horni ¢ast paze, koleno, boky. Tato aplikace se pouziva napiiklad u svalové dystrofie

[52].

Intra-tekalni (lumbalni punkce, do michy)

Intratekalni podani je idedlni pro neurologickd onemocnéni, protoze se kmenové
bunky injekéné vpravi ptimo do misniho moku a ty se dostanou dale ptes hematoencefalickou

bariéru. To jim umoznuje dosahnout opravy porusenych bunék michy a mozku.

Lumbalni punkce se provadi v lokdlni anestezii. V pribéhu procesu zkuseny
anesteziolog vstiikne kmenové bunky do misniho kanalu mezi spodnimi obratli. VSechny
postupy lumbalni punkce se provadi za sterilnich podminek. Lumbalni punkce obvykle trva
asi 30 minut. Tato aplikace se pouziva napiiklad pro 1é¢bu roztrousené sklerdzy, poruch

zraku, détské mozkové obrny, ale i dal$ich nemoci [48, 52].

Retro-bulbarni aplikace (do oka)

Retrobulbarni aplikace je uréena pro pacienty s postizenim zraku a zrakového nervu.
Tato aplikace umoziuje podani kmenovych buné€k co mozna nejblize ke zrakovému nervu,
sitnici a dalSim dulezitym tkanim oka. Injikace trva pouze nékolik sekund a je naprosto

bezbolestna. [53].

Intra-dermalni aplikace (kolem rany)

Tato specifickd metoda se pouziva U otevienych ran, jako jsou naptiklad diabetické
nohy nebo dekubity. Jedna se o aplikaci kmenovych bunék piimo do rany nebo do jejiho
okoli, tj. vstiikovani bun¢k do dermalni vrstvy ktize. Tato vrstva je nejvyhodnéjsi vrstva pod
epidermalni vrstvou kiize, protoze je vrstva vysoce vaskularni, obsahuje velké mnozstvi cév,
imunitni buniky a kozni dendritické bunky. Timto zpGsobem infuze kmenovych bunék

okamzité vyvola posileni téla a pfirozené hojeni pro rychlejsi zotaveni [54].
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1.6 Pouziti kmenovych bunék u vybranych onemocnéni

5% 2

M Cardiovascular H Neurology u Other
2 Oncology H Immunology H Bone and Cartillage
i Gastroenterology 2 Opthalmology Diabetes

Graf 1: Procentudlni pouziti kmenovych bunék u vybranych onemocnéni

1.6.1 Autoimunitni onemocnéni
1.6.1.1 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je T lymfocyty zprostfedkované autoimunitni onemocnéni
zpusobené ztratou vlastni imunologické tolerance a je charakterizovano chronickym zanétem.
Toto onemocnéni postihuje periferni klouby, véetné zapésti, nohou, kotnikt a kolen. Nakonec
se poSkozené Casti téla zaniti a zplsobi bolestivy otok, ktery muize vést k erozi kosti
a kloubnim deformitam (obr. 5). Nejcasnéjsi ptiznaky RA se objevi v téch nejmenSich
sparach nejprve na prstech rukou a nohou. Mezi ptiznaky patii citlivost kloubtl, ranni ztuhlost,
unava, horecka a hubnuti. Neni znam zadny 1ék k uplnému vylééeni RA. Pfi¢ina tohoto
onemocnéni je neznama, a kromé kloubti mize také poskodit plice, kizi, o¢i, a dokonce
i cévy. Onemocnéni je Castjsi ve stfednim veku (okolo 40 let), a to zejména u zen. Na RA
neexistuje zadny 1€k, a proto cilem soucasnych terapii je dosahnout co nejniz§i moznou miru

aktivity artritidy [53, 54].
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Normalni kloub s neporusenou Nemocny kloub s porusenou
chrupavkou a kloubni Stérbinou chrupavkou, erodovanou kosti
a mizejici kloubni Stérbinou

Obrazek 5 - Projevy RA na prstech ruky

Lécba kmenovymi bunikami

Vzhledem k tomu ze SCs zvySuji obranyschopnost organismu a maji protizanétlivé
vlastnosti, byly mesenchymalni  kmenové  bunky  pfislibem v 1é&bé RA.
Protoze mesenchymalni kmenové bunky maji vynikajici flexibilitu, mohou se pireménit
na celou fadu riznych typi bunék, véetné kosti, tuku, svalli, chrupavek, kostni diené a Slachy.
Zatim co RA bunéénou terapii nelze ,,vylécit”, je tato terapie ucinna alespon pii regeneraci
chrupavky nebo kosti, ktera byla poskozena béhem obdobi zanétu. Ostatni 1éky RA stabilizuji
stav, avSak neumi obnovit poskozenou chrupavku. To je misto, kde kmenové buiiky mohou

hrat vyznamnou roli a obnovit pohodli a mobilitu pro osoby s RA, ktefi maji kloubni

problémy [53, 54, 55].

V preklinickych studiich bylo prokézano, ze MSC potlacuji imunitni reakci a reguluji
zanét. Nekteré kmenové buiky, ale mohou také snizovat agresivni odezvu imunitniho
systému, inhibovat zangt, stimulovat tvorbu krevnich cév, reparovat tkan€¢ a s pomoci
transplantovanych kmenovych bunck se 1épe uchytit a zlepsSit poskozenou ¢&ést téla, jako
je napiiklad poSkozena chrupavka. U MSC bylo také prokazano, ze snizuji pifitomnost
patogennich T-bunék a indukuji tvorbu nebo aktivaci regula¢nich T-bunék. Dalsi klinické
studie upacientt s refrakternim RA prokazaly, Ze standardni farmakologicka 1écba

v kombinaci s MSC byla bezpe¢nd, snizila aktivitu onemocnéni po dobu nékolika mésict
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a také, ze opakujici se 1é€ba u nékterych pacientli by mohla stabilizovat vysledky 1écby

[53, 54].

Kmenové bunky pro 1écbu RA jsou odebirany z kostni diené, tuku a pupec¢niku, proto
nejsou na tento zptisob odbéru tkdni a na samotnou transplantaci kmenovych bunék kladeny
zadné etické otazky. Obvykle se kmenové buiky podavaji intravendézné (IV) v pribéhu
nékolika dni. Transplantace MSC u lidi za riznych podminek je obecné dobfe tolerovana,
ale vysledky jsou proménné v zavislosti na zptisobu podani a na variabilit¢ uc¢innosti bun¢k
mezi darci nebo tkanovymi zdroji a na kultivacnimi podminkami. Velkou vyhodou
u transplantace MSC je, ze snizuji bolest a nemaji u pacientd zaddné nezadouci ucinky
[48, 53, 54, 55].

1.6.1.2 Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes je skupina metabolickych onemocnéni. Ta je diagnostikovana u pacientt,
u kterych je po dlouhou dobu pozorovéana vysoka hladina krevni glukézy. Hladina glukézy
jevysoka v krvi, z davodu nedostatecného vyluCovani inzulinu ze slinivky bfisni
Vv téle. Inzulin reguluje glukdzu, homeostazu a zejména snizuje glykémii, kdyz je jeji hladina
v Krvi vys$si. DM je onemocnéni, které postihuje miliony lidi na celém svété. Diabetes 1ze

rozdélit do dvou typu diabetu 1. typu a 2. typu [54, 56, 57].

DM 1. typu se vyviji, kdyZ imunitni systém vidi své vlastni buiiky jako cizi a zacne
buniky nicit (= autoimunitni onemocnéni). Vysledkem je, ze buiiky Langerhansovych
ostruvkl ve slinivce biisni, které produkuji inzulin, jsou poSkozeny natolik, ze produkce
inzulinu je velmi mala nebo je Upln¢ zastavena. Buniky v organismu vydaji signal k vyssi
produkci inzulinu, aby se gluk6za dostala do bungk, protoze nemaji energii, kterou potiebuji
pro spravné fungovani. V nepfitomnosti inzulinu se gluk6za nemize dostat do bunky

a kumuluje v krevnim fe¢isti [54, 56].

DM 2. typu je Casté€jsi forma nemoci a vyznacuje se hlavné rezistenci na inzulin. Ta je
vyvinuta v disledku toho, ze B-bunky produkuji vice inzulinu pro signalizaci jinych bunék,
ale nakonec nejsou schopny hladinu kompenzovat a poté postupné klesa funkce B-bunck
az do té miry, ze bunky uz nemohou dostate¢né produkovat inzulin k pfekondni rezistence

na inzulin. [54, 56, 58].

Pokud DM u pacientti neni pod kontrolou, mize to vést az k oslepnuti, selhani ledvin,

srde¢nimu onemocnéni a K mnoho dal§im chorobam. Proto je velmi nutné, aby nadmérné
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vysoka hladina glukozy v krvi byla regulovana. Komplikace DM jsou naptiklad bolest hlavy,
poskozeni cév, rozmazané vidéni, koncentrovana mo¢, ztrata védomi, zavraté, infekce
mocového traktu s bohatym mnozstvim glukézy v moci, coz podporuje mnozeni bakterii,
slabost v rukou a nohou, deprese, ¢ast¢ moceni, nahly ubytek nebo zisk hmotnosti, pomalé

hojeni ran a vzdy pacienti citili unavu, hlad a zizen [54, 56, 57].

Lécba kmenovymi buiikami

Zkoumani nejnovéjsich metod 1é¢by diabetu pomoci kmenovych bunék byl zahajen
v nékolika klinickych studiich s pouzitim malé autologni transplantace hematopoetickych
kmenovych buné€k, které vyuzivaji imunomodula¢ni vlastnosti kmenovych bunék. Jejich
hlavni strategii zpracovani bun€k bylo inhibovat autoimunitni destrukci pB-bunék
imunosupresivy a doplnit zni¢ené imunitni buniky pomoci autolognich hematopoetickych

kmenovych bunék, které¢ budou zase tvofit normalni imunitni systém [61].

Védci v Kanadg, ale i ve Spojenych statech zjistili, ze kdyZz se diabetickym mySim
injekéné vstiiknou kmenové buiky do krevniho fecisté, tak si samy najdou cestu k poskozené
slinivce bfisni, kde se jim podatilo podnitit rust novych bunék. Mysleli si, Ze je néco v kostni
dfeni néjak aktivuje, a tim podpofi regeneraci bunék. Vysoké hladiny glukézy v krvi byly
snizeny na témét normalni hodnoty a hladiny inzulinu byly zvySeny. Védcim pfislo jesté
zajimavéjsi, Zze bun&ny rist nebyl z injikovanych bunék samotnych. SpiSe injikované
kmenové bunky vyvolaly tvorbu bun€k ve vlastnim pankreatu piijemce. Vysledky byly
zvlasté fascinujici 1 v tom, Ze kdyz se kmenové bunky injekéné vpravi do zdravych mysi,

tj. ne-diabetickych mysi, tak u nich nedochazi k Zadné zméné [29].

Rada studii potvrdilo existenci kmenovych bunék ve slinivce bfisni, které mohou vést
k produkci inzulinu. Existuji i dalsi dukazy, jez naznacuji, ze trans-diferenciace jaternich
bun€k mulize generovat B-bunky. Nékolik dalSich studii uvadi, Ze kmenové bunky z kostni
dfené¢ mohou byt diferencovany na inzulin exprimujici buiiky. Nervové progenitorové bunky
z mozku maji také schopnost diferencovat se na inzulin exprimujici bunky. Kromé téchto
bun€k jsou i jiné vysoce proliferativni a pluripotentni bunky, ty jsou odvozené z vnitini
bunééné masy blastocyst (bunky ESCs). Maji schopnost diferencovat se do vSech tii

zarodeénych listt [61].

Vyzkumni pracovnici aktivné zkoumaji substituéni bunécnou terapii jako potencialni

strategii pro 1é¢bu diabetu 1. typu, nebot” pacienti s timto onemocnénim ztratily vSechny nebo
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témef vSechny funkce [-bunék.Jednou z hlavnich vyzev substitu¢ni bunécné terapie
je aktualni nedostatecny ptivod B-bunc¢k z lidskych organt darci [56]. Klinické studie
prokazaly, Ze u diabetu 1. typu pfi transplantaci mezenchymalnich kmenovych bunck lze
vyuzit jejich dvou vlastnosti. Za prvé maji regeneracni potencial opravit B-bunky a za druhé
mohou modulovat imunitni systém tim, Ze inhibuji odpovédi, které vedou k autoimunitnimu

utoku na pankreatické f-bunky [59].

U diabetu 2. typu se daji k 1é¢bé pouzit vlastni kmenové bunky, které mohou pomoci
slinivce regenerovat se a zvysit tak svoji schopnost produkovat inzulin. Mesenchymalni
kmenové bunky u pacient s diabetem 2. typu vedou ke zvysenému vyvoji novych krevnich
cév, sekreci riznych vyrobkd imunitniho systému a ke zlepsSeni regulace pankreatickych
transkripcnich faktort a vaskuldrnich rustovych faktort. To vSe vytvaii mikroprostredi, které

podporuje B-bunky k aktivaci a pteziti [60].

Kmenové buriky se chovaji ,inteligentné* v tom, ze Si sami vyhledaji poskozenou tkan
a spusti novy rust bun¢k, ¢imz dojde k regeneraci tkané. Dalsi vyhodou pouziti kmenovych
bunck kostni dfen€ je, ze mohou byt ziskény z pacientovy vlastni kostni dien€, poté péstovany
a pomnozeny v laboratornim prostfedi a poté vstiiknou §t€p zpét do pacienta, kde mohou

bunky cestovat do poskozené slinivky a stimulovat zdravy rust bun¢k [29].

Vzhledem k tomu, ze mezenchymové kmenové buitkky maji imunomodulacni fenotyp
(zvlaste u pacientt, kteti byli v€asné diagnostikovani) mohly by MSC ptispét ke snizeni
mnozstvi poskozenych B-bunék a tim zachovat zdravé B-bunky ve slinivce bfi$ni. Soucasné
podani MSC a B-bun¢k by mohlo také pomoci snizit odmitnuti §t€pu hostitelem. Zatimco
nékteti z védct veii, Ze MSC se mizou stat bunkami, které vylucuji inzulin a takto by MSC
mohly pfispét ke snizeni hladiny glukézy pomoci faktorit parakrinné vylou¢enych z MSC.
Optimalni vysledky dosavadné vypadaji, Ze zahrnuji transplantaci soucasné p-bun€k

a MSC. Transplantace MSC u lidi za riznych podminek byla obecné dobfe tolerovana [60].

Svycarskd Medica Clinic zjistila, e kmenové buiiky derivované z tukové tkané
U pacient s DM 2. typu by mohly vést k odstranéni nebo alespon ke snizeni poZadavku
na inzulin o 80 % (nebo i vice) béhem 6 mésicti [60]. Pacientovy vlastni kmenové bunky
odebrané z tukové tkané nebo kostni dfené, mohou ,pfevychovat® imunitni systém tak,
aby nenapadal B-buiiky. Nové B-buiiky jsou schopné snimat hladinu glukézy v krvi a podle
toho glykémii regulovat [59]. V prubéhu 1é¢by za pomoci bunééné terapie pacient obdrzi

200 az 300 miliont kmenovych bunék. MnoZstvi obnovenych bun€k zahrnuje nejen denni
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ztraty, ale je tisickrat vétsi nez normdlné. To znamena, Ze zdsoba kmenovych bunck, ktera
byla prakticky ztracena za poslednich 15-20 let je obnovena. Po takovém aktivnim
dopliovani bun¢k, nové vzniklé zdravé a aktivni bunky vytlaci staré a poSkozené a dojde

k omlazeni a obnové organu [60].

1.6.1.3 Crohnova choroba

Crohnova choroba je druh zanétlivého autoimunitniho onemocnéni stiev. Lidé maji
chronicky zanét traviciho traktu, ktery postihuje oblast stfevni stény, kde dochdzi k zahusténi
sttevniho obsahu. Tato nemoc ma genetické predispozice, nicméné je to onemocnéni,
pii kterém vlastni imunitni systém napada vlastni travici trakt. Nejcastéji je postizena Cast
tenkého stieva, které se nazyva ileum. Crohnova choroba miZe ovlivnit nékterou z c¢asti
travictho traktu od Ust az ke kone¢niku. Symptomy jsou zavislé na tom, jaka
¢ast gastrointestinalniho traktu je praveé postizena a také na tom jaky rozsah onemocnéni ma.
Rozsah symptomi muze byt od mirnych ptiznakii az po tézké. U kazdého pacienta jsou
symptomy variabilni, avSak nej€astéji zahrnuji bolesti bficha, nadymani, prijem (ktery mize
byt krvavy, pokud je zanét), zvraceni (muze byt kontinudlni), horecka, inava, snizena chut’
k jidlu, ubytek hmotnosti, ale mize také nastat kozni vyrazka a artritida. Nekontrolovany
chronicky zanét mize vést k fad¢ riznych komplikaci, jako jsou stfevni obstrukce, pistéle,
abscesy a analni praskliny. Lidé, ktefi trpi Crohnovou chorobou, maji vyssi riziko rakoviny
tlustého stfeva. Pfesna pii¢ina vzniku onemocnéni neni znama, ale zda se, ze zde mizou hrat
roli pfehnané reakce t€la na normalni stievni bakterie. Nemoc se miize objevit v kazdém
véku, nicméné je obvykle diagnostikovano mezi 15 a 35 rokem zivota. Rizikové faktory

zahrnuji rodinnou anamnézu Crohnovy choroby, Spatné stravovaci navyky a koufeni

[59, 66, 67].

Lécba kmenovymi buitkami

Pro lécbu Crohnovy choroby se casto pouZzivaji steroidy, které potlac¢i imunitni
systétm. Hodné se také pouZzivaji antibiotika proti zdnétliim. V Evropé€ jsou k 1é¢b¢ Crohnovy
choroby bézné¢ pouzivany kmenové buiky. Stale se ale zkoumaji ucinky kmenovych bunék
za autoimunitnich podminek. MSCs z kostni dfené nebo ztukové tkané se alternativné
pouzivaji pro lokdlni 1é€bu onemocnéni stfev, aby bylo hojeni ran uc¢innégj$i. VéEtSina

soucasnych experimentli v§ak pouziva kmenové bunky z tukové tkané kvili jejich vysSimu
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mnozstvi v lidské tukové tkani. Pro 1é¢bu lze ale pouzit i bunky embryonalni. ESCs jsou
znamy svymi Schopnostmi zastavit zanét a regenerovat poskozené tkané, a to je divod pro¢
jsou dulezitym nastrojem v boji proti chronickému onemocnéni stfev. Bunécna terapie
je zaméfend na opravy poskozené tkané, které byly zpusobeny chronickym onemocnénim
a uzivanim 1ékii na bazi steroidil. Usp&sna 1é¢ba miize poskytnout tlevu od piiznaki a remisi

pro zlepseni kvality Zivota [66, 67, 68].

Po identifikaci Crohnovy choroby lékafem je nutné vSechny pacienty, ktefi chtéji byt
1é¢eni za pomoci kmenovych bunék, musi byt zbaveni ptipadné enterické invaze patogennich
paraziti a bakterii. Aby mohl byt pacient 1é¢en, musi podstoupit jednoduchy zakrok, coz
je ziskani kmenovych bunék z kostni dien¢ nebo tukové tkané. Tento proces trva maximalné
nckolik hodin. Je potfeba pouze malé mnozstvi bunck, které se pozdéji oddéli a aktivuje.
Teprve aktivované kmenové buiiky mohou byt vraceny zpét do téla pacienta. Nejcastéji
se aplikuji intravendzné, takze se dostanou do vSech organd, které potiebuji opravit a pracovat
na imunitnim systému. Jedna se o bezpecny, bezbolestny a rychly proces. Vzhledem k tomu
ze kmenové bunky pochazeji z vlastniho téla pacienta, neni Zadné riziko vedlejSich ucinkt
nebo odmitnuti. T¢€lo pfijme 200-300 miliont kmenovych bunék v prabchu lécby, ktera
obnovuje denni ztraty dané osoby a hodnotu bunék piesahuje az tisickrat. O mnozstvi
a Cetnosti kmenovych buné¢k, které se injekéné podaji pacientovi, rozhoduji 1ékafi, a to
Vv zavislosti na zdvaznosti zanétu. Pacient pociti zlepSeni neptijemnych ptiznaka 2-4 mésice

po aplikaci bungk.

V dne$ni dobé uZ nékteré kliniky nabizi lé€bu kmenovymi bunkami lidem

s Crohnovou chorobou. Tuto 1é¢bu nabizi napt. §vycarska klinika Medica [59, 68].

1.6.2 Kardiovaskularni onemocnéni

1.6.2.1 Srdeéni selhani

wev

Srdec¢ni selhani, i v dnesni dobg¢, patii stale mezi nejcastéjsi pti¢iny umrti ve vyspélych
zemich. Je to stav, kdy srdce neni schopné normalni funkce, a to pumpovat dostatecné
mnozstvi krve do celého téla. Krev proudi pomaleji, tlak v srdci se zvySuje a srdce neni
schopno dodat dostatek kysliku a dalsich zivin do zbytku téla. Pro kompenzaci se mohou
komory srdce protahnout a zadrzet vice krve nebo stény komor muzou zahustit krev
a ochabnout. Nakonec, ledviny reaguji na slabsi krevni Cerpaci ptisobeni tim, ze udrzi vice

vody a soli a vznikaji otoky v rukou, nohou, kotnicich, chodidlech, ale i na plicich.
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Hlavni rizikové faktory pro srde¢ni selhani jsou ischemicka choroba srde¢ni, vysoky
krevni tlak, diabetes mellitus, abnormality srde¢nich chlopni, zanét srdce a infekce srdecnich
chlopni nebo svalt. Jedinou moznou prevenci je vCasny zasah, ktery obnovi priichodnost
tepny po jejim piedchozim uzavéru (napi. trombem) a zabrani nekroze bun¢k nebo alespon
omezi jeji rozsah. Casovy faktor zde samoziejmé hraje kli¢ovou roli. U srde¢niho selhdni
mohou byt pfiznaky jako je zvySena duSnost, rychly nartst hmotnosti (vice nez 1,5 kg za
1 az 2 dny, nebo 2,5 kg v jednom tydnu), kasel, nebo nachlazeni, které trvaji déle nezZ tyden,
unava, ztrata energic nebo extrémni Unava, ztrata nebo zména chuti k jidlu, zvySeny otok
kotnikti, nohou, ramen, kiizové kosti nebo bficha, a také ¢asté moceni v noci. Zakladni 1é¢ba
muze prispét ke zlepSeni pfiznakid, zastaveni srde¢niho selhani a zhorSovani nemoci,
ale hlavn¢ prodlouzit pacientovi dobu Zivota. Standardni 1é¢ba lidi s pokro¢ilymi ptiznaky
srdeniho selhani zahrnuje 1éky, které snizuji zadrzovani tekutin, zpomaluji rozsiteni srdce
nebo zablokovani tepny. Pacientim se zméni zivotni styl, coz znamena snizeny ptijem soli
V potrave, upravu dennich aktivit a doporuéi se odpocivat. Srde¢ni selhani ale nelze vylécit

[48, 58, 62].

Lécba kmenovymi bunikami

Nové 1écby, které nam mohou nabidnout nadéji trvalého vyléCeni, jsou zalozeny
na bunécné terapii, kterd mé jedine¢nou regeneracni kapacitu a flexibilitu pro rist do stovky
riznych typi bunck. Kmenové bunky by mohly byt také pouzity pro lécbu tohoto
onemocnéni, mohou totiz tvofit buiiky srdecni, podptirné, bunky krevnich cév a regulacni
signaly. Primdrnim mechanismem U¢inku Vv bunééné terapii se nyni predpoklada,
ze prostiednictvim parakrinnich G¢inkt, které zahrnuji uvoliovani cytokind, chemokind
arastovych faktort, které inhibuji apoptéozu a fibrozu, zlepsuji kontraktilitu a aktivaci
endogennich regenera¢nich mechanismi pomoci endogennich cirkulujicich nebo mistné

specifickych kmenovych bunék [62].

Aktivni oblasti vyzkumu dnes je, zda lze pouzit pro srde¢ni opravy embryonalni
a dospé&lé kmenové buiiky. Rada typti kmenovych bunék, véetné embryonélnich kmenovych
bun¢k, srdecnich kmenovych buné€k, které pfirozené pobyvaji v srdci, myoblastii (=svalové
kmenové burky), dospélych kmenovych bunék odvozenych z kostni diené véetné
mesenchymalnich bunék (z nich vzniknou tkang, jako jsou svaly, kosti, Slachy, vazy a tukové

tkan¢), endotelové progenitorové bunky (bunky, které vedou k endotelu, obal krevnich cév)

35



a pupecnikové krevni bunky byly zkoumany jako mozné zdroje pro regeneraci poSkozené
srdecni tkané. VSechny vySe uvedené piiklady byly zkoumany na mySich nebo krysich
modelech a né€které z nich byly testovany i na vétsich zvitecich modelech, jako jsou naptiklad

prasata [63].

Optimalni typ kmenovych bunék pro regeneraci srde¢ni svaloviny je stale diskutovan
stejné jako nejistota v nacasovani terapie. Mezi dal$i otazniky patii, jestli se bunky ,,usadi"
na spravné misto, ale také jejich dalsi osud, o kterém je zatim jen velmi malo informaci. Také
nekteré studie zaméfené na bunécnou terapii se vyznacuji komplexnimi a nékdy i1 spornymi
vysledky. Jedny z nejslibnéjsich vysledki nam zatim ptinesla studie z roku 2009, kdy byly
pacientim po infarktu vpraveny progenitorové buiiky z kostni diené. Tato terapie znatelné

zlepsila srde¢ni funkce pacientt a také prodlouZila dobu pieziti [64].

U n¢kolika studii bylo prokdzano, ze kmenové buiiky, které jsou vstiikovany do obéhu
nebo pfimo do poskozené srde¢ni tkdné, zlepSuji srdecni funkce nebo alespoil byla vyvoléavaji
tvorbu novych kapilar. Mechanismus této opravy zistava sporny a kmenové buiiky mohou
obnovit srdec¢ni tkan ptfes nékolik cest. Nicméné€, populace kmenovych bunck, které byly
testovany v téchto experimentech, se velmi lisi, stejné jako podminky pro jejich separaci
a aplikaci. I kdyz je zapotiebi mnohem vice vyzkumu k posouzeni bezpecnosti a zlepSeni
ucinnosti tohoto pfistupu, tyto predbézné klinické experimenty ukazuji, jak kmenové buiky
mohou byt jednoho dne pouzity k reparaci poskozené srdeéni tkané, ¢imz se v populaci

snizuje zatizeni kardiovaskularnimi chorobami [63].

1.6.3 Nadorové onemocnéni
1.6.3.1 Leukemie

Leukemie je slovo, které 1ze do Cestiny pielozit jako "bila krev" nebo "bélokrevnost".
VVymyslel ho vyznamny némecky patolog Rudolf Virchow uz v poloving 19. stoleti. Byl

to jeden z prvnich I¢kait, ktery toto onemocnéni rozpoznal.

Leukemie neni pouze jedno onemocnéni, ale jde o skupinu nemoci s ruznou
prognoézou. Projevuje se nadorovym zmnozenim urcitych skupin bilych krvinek v kostni dieni
a vétsinou i v krvi. Bilé krvinky se vymykaji kontrole organizmu, nekontrolovatelné se mnozi
a poskozuji organizmus, neplni svoje funkce, ke kterym byly plvodné urCeny. Jedna se
0 zmnoZeni jedné ze sloZek imunitniho systému ¢lovéka. Jsou to nemoci zhoubné povahy,

I kdyz jejich zhoubnost je u riznych druhii leukemii rizna (od lehkych zhoubnych variant
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leukemie po vysoce agresivni nemoci). Zhoubnost leukemie spociva v tom, Ze zmnozené
"nekvalitni" bilé krvinky nevykonavaji svou obrannou funkci, a naopak utlacuji zdravé

krvetvorné buriky, ale i jiné burky v lidském téle.

Leukémie lze rozd¢lit do n€kolika typa podle pribéhu této nemoci. D¢Eli se na akutni
myeloidni leukémii (AML), akutni lymfoblastickou leukémii (ALL) tyto dvé maji rychly
prubéh a na chronickou myeloidni leukémii (CML) a chronickou lymfocytarni leukémii
(CLL), které maji naopak pozvolny priubéh. Dale se leukémie rozliSuji podle krvetvornych
bunék, a to na lymfoidni (ALL, CLL) z lymfocyti a myeloidni (CML, AML) z myocytt
[27, 46].

Leukemie je zptisobena mutaci v genu a podili Se na bunééném bujeni. Prvni zndmky
a pfiznaky leukémie jsou nespecifické a zahrnuji Gnavu, nevolnost a abnormalni krvaceni,
nadmérné modfiny, slabost, snizenou toleranci zatéZze, ubytek t€lesné hmotnosti, infekce
a horecku, bolesti bficha nebo ,,plnost”, zvétsenou slezinou, lymfatickymi uzlinami a jatry.
Zmnozené zhoubné bilé krvinky mohou zpusobit, ze se tyto krvinky hromadi v rtznych
organech, které se poté z tohoto diivodu zvétsuji. Kromé toho vysoky pocet bilych krvinek
je detekovatelny z krevniho obrazu a z mikroskopie krve. Chemoterapie je pocate¢ni volba
1é¢by. Zatimco chemoterapie pouziva neuvéfitelné silné 1éky zaméfené na zniceni
abnormalnich krevnich buné¢k, existuji vazné vedlejsi Uc¢inky, jako je napf. poSkozeni
zdravych bunék a sliznic, poskozeni krvetvorby, infekéni komplikace ale i dalsi.
Transplantace kostni diené¢ muize pomoci zvysit U€inky chemoterapie a obnovit imunitni

systém pacienta [1, 29, 57].
Lécba kmenovymi buitkami

Pied transplantaci kmenovych bunék u pacienta s leukémii, musi nemocny nejdiive
podstoupit udrzovaci 1é¢bu, ktera zahrnuje intenzivni oSetfeni s cilem znicit tolik
leukemickych bun¢k, jak je to jen mozné. Pacienti obdrzi vysoké davky chemoterapie,
nicméné V nékterych ptipadech musi podstoupit i radiacni terapii. Pfed transplantaci mizou
nemocni také podstoupit malou alogenni transplantaci, ktera pouziva niz§i davky
chemoterapie s mén¢ toxickymi G¢inky nebo celkové télesné ozafeni. Jakmile je takto pacient

ptipraven, tak teprve mize nemocny podstoupit transplantaci kmenovych bunék.

Transplantace je velmi G¢innd metoda pro 1é€eni mnoha typi akutnich leukémii,
protoze obsahuje dulezité slozky imunitniho systému, které pomahaji zabit leukemické

bunky. Podani kmenovych bunék se podoba krevni transfuzi, kde se §tép intravendzné podava
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do téla sleukemii. Cely cyklus trva asi hodinu. Lidem s leukemii se podavaji krvetvorné
kmenové bunky, aby doSlo k obnoveni jejich kostni diené. Kmenové krvetvorné bunky
pouzité pro transplantaci mizou pochazet bud’ z krve, nebo z kostni diené darct, nékdy ale
mohou byt pouzity i kmenové buriky z pupecnikové krve ditéte. Podminkou je, Ze musi byt
odebrany vzdy od zdravého darce. U nekterych pacienti mohou byt odebrany jejich vlastni
kmenové bunky, které mohou byt nékdy pouzity pro autologni transplantaci, ale jen pokud
je mozné shromazdit dostatek zdravych bunék pied provedenim chemoterapie. Bunky
Z pacienta odebrany pred autologni transplantaci jsou Vv laboratofi proplachovany, aby se
pokusilo odstranit co nejvice leukemickych bun€k ve vzorcich, a tak snizit riziko navratu
onemocnéni. Dale jsou zmrazeny a ulozeny az do samotné transplantace. V den transplantace
jsou ptipravky rozmrazeny a temperovany na danou teplotu a vraceny zpatky do téla pacienta.
V nékterych piipadech to nelze a je zapotiebi zvolit jiného darce, alogenni transplantace,
ktery musi odpovidat HLA typu pacienta, jinak transplantované darcovské buniky mohou byt

napadeny zbytkovym imunitnim systémem pacienta a odmitnuty.

Velkou vyhodou alogenni transplantace je, ze $tépy pochazeji od zdravého jedince
a pripravek je bez malignich bun¢k. Nicméné to miize byt obtizné najit odpovidajiciho darce,
autologni transplantace je obvyklej$i. Po transplantaci se v pribéhu nékolika par dnd
kmenové bunky usadi do kostni diené pacienta, kde za¢nou rust a vytvaret nové krvinky

[1, 27, 29, 46, 65].

Téma bunétna terapie je Vv dneSni mediciné rychle se rozvijejici obor. Nové
technologie, jako jsou indukované pluripotentni kmenové bunky, jsou jiz pouzivany ke studiu
leukémie v laboratofi. Poskytuji nastroj pro vyrobu velkého poctu leukemickych bunék
vV misce. Vyzkumni pracovnici pak na buitkaich mohou studovat, jak nemoc vznika,
jak probiha ale také dalsi informace o nich. Z poznatki potom mohou navrhnout a otestovat
novou terapii, ktera bude potencialné ucinngj$i a méné toxicka. V budoucnu mohou byt
rovnéz vyvinuty nové metody pro vyrobu laboratorniho zakladu z HSC, ktery mize byt pouzit
u pacientll po transplantaci. To by mohlo znamenat revoluci v nedokonalych transplantatech

a v nedostatku darct [27].

1.6.4 Svalova dystrofie

Svalova dystrofie neboli pfesné feceno Duchennova svalova dystrofie (DMD-

Duchenne muscular dystrophy) je té¢zké svalové degenerativni onemocnéni, které je dédi¢né
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pfes abnormalni gen, ktery neprodukuje dostate¢né ,,Spatny* dystrofin. Tento gen je umistén
na chromozomu X (Zeny jsou mén¢ pravdépodobné, protoze maji dva X chromozdémy,
na rozdil od muzi, ktefi maji pouze jeden). Zena, ktera méa abnormalni gen, miize byt také

nosicka onemocnéni, aniz by sama trpéla timto onemocnénim.

Je to nemoc, ktera postihuje kosterni svaly a ¢asto i sval srde¢ni. Svalova dystrofie
je onemocnéni charakterizované progresivni slabosti kosterniho svalstva, poruchami
svalovych proteinii a smrti svalovych bunék a tkani. Existuje devét hlavnich typt svalové
dystrofie. Mnoho typi tohoto onemocnéni jsou multisystémové poruchy s projevy v télovych
systémech vcetné srdce, gastrointestinalniho systému, nervového systému, endokrinnich zlaz,
o¢i a mozku. VSechny formy této nemoci se dédi. Pfiznaky svalové dystrofie jsou napf. ztrata
svalové hmoty (viz obr. 6), ztratou pevnosti, ztuhlost kloubi, obtiznost udrzet se na nohou
nebo chodit, zvétsena lytka, problémy s motorikou, unava. Nemoc se mize projevit jiz

v détstvi, nebo az do stiedniho véku, nékdy se projevi i pozdéji [27, 66, 69].

Obrdzek 6: Porovndni svalové hmoty u zdravého téla a téla se svalovou dystrofii
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Lécba:
Dnesni moznosti v 1é¢bé jsou omezené. Existuje velky zajem o pouziti kmenovych
bunék k regeneraci svalové tkan€ a uspésnost pii pouziti lidskych kmenovych bunék pro

svalovou dystrofii. Existuje nadéje, ze kmenové buiiky odvozené z tukové tkdné mohou byt

také ucinné pii regeneraci poskozeni svaltl pfi tomto onemocnéni [66].

Cilem bunécné terapie je pfimo regenerovat dospéla svalova vlakna pies systémové
nebo cilené injekce kmenovych bunék, které slouzi k blokovani svalové ztraty a k obnové
bungk, alespon ¢asteéné, na normalni béZznou svalovou aktivitu.

Nedavny vyzkum 1écby DMD demonstruje potencial pro 1écbu lidskych
S pouzitim genové terapie. Dal§im zpiisobem, jak potencidlng 1écit DMD je vstfikovanim
mezenchymalnich kmenovych bunék do poskozené svalové tkané. Builky by mohly byt
schopny najit tuto poskozenou tkan a zacit stimulovat endogenni proliferaci svalovych bungk,
coz by snizilo zanét. Bunky se podéavaji bud’ intraven6zné nebo intramuskularné nebo obojimi

zpusoby. Cilem zde je nahradit poskozeny sval nové regenerovanymi svalovymi buiikami

[69, 70].

Existuje fada riznych typti kmenovych bunék, o kterych se védci domnivaji, Ze mohou
byt pouzity riznymi zpisoby k vyvoji 1é¢by svalové dystrofie. Hlavni postupy zalozené
na kmenovych bunkach, které jsou v soucasné dobé zkoumany, jsou: za prvé produkce
zdravych svalovych vlaken: védci doufaji, ze pokud budou kmenové bunky bez genetické
vady, kterd zptisobuje DMD, mohou byt dodany do svalii pacientdi, mohou vytvafet pracovni
svalova vldkna, kterd nahradi poSkozena. Za druhé sniZeni z&nétu: pii svalové dystrofii
dochazi ke zhorSeni funkce svalii. Tento zanét zrychluje svalovou degeneraci. Védci
se domnivaji, Ze nékteré typy kmenovych bun¢k mohou uvoliiovat chemikalie, které snizuji
zanét, coz zpomaluje prubeh onemocnéni. Za tieti regenerativni bunééna medicina vyvinula
specificky protokol tzv. SVF (stromalni vaskularni frakce buné€k), ktery se pokousi vyuzit
potencidlnich regeneracnich vlastnosti SVF (bohatych na mezenchymalni kmenové bunky
a ristoveé faktory). SVF je systémove rozmisténo a ocekava se, ze bude prednostné opravovat
poskozené oblasti. To vSe provadi jako ambulantni pracovnik v dobé sklizné¢ a odbéru SVF.

Cela celularni chirurgicka procedura trva piiblizné téi hodiny [66].

Klinika na Ukrajin€ Cell Therapy Center EmCell nabizi bunécnou terapii pro riizné

typy svalové dystrofie. Klinika pouziva fetadlni kmenové bunky, protoZe se ukédzaly byt jednou
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z moznosti vedoucich nejen ke snizeni ochabovani svalt, ale i hlavnich pfiznakt tohoto

onemocnéni [71].

1.7 Nebezpeci a rizika v bunécné terapii
Nové odvétvi v medicing je terapie kmenovymi burnikami, které se rychle rozviji a jde
prudce kupiedu. I pies to, Ze jsou pouzivany k mnoha 1é¢bam a vyzkumim, ma tato terapie

stale 1 mnoho rizik.

Mnoho klinickych studii bylo zahijeno zkouménim kmenovych / progenitorovych
bun¢k K pouziti 1é¢by degenerativnich onemocnéni, rakoviny a také pro opravy poskozenych
nebo chybéjicich tkani. | pres velké usili Iékait a védci stale existuje mnoho otazek

tykajicich se bezpeéného pouzivani 1é¢by kmenovymi buiikami.

Vzdy po objeveni urcitych vlastnosti kmenovych bun¢k k 1é¢be riznych onemocnéni
musi byt provedeno dostate¢né posouzeni rizik/pfinosu kmenovych bunék na bazi bunééného
ptipravku. VSechna dulezita identifikovana rizika (tj. rizika nebo nezadouci Géinky zjisténé
klinickymi zkusenostmi), stejné jako potencialni / teoreticka rizika (napf. z neklinickych
bezpec¢nostnich duvodut, které nebyly pozorovany v klinické praxi) by méla byt peclive

vyhodnocena.

Rizika spojend s touto lé€bou zavisi na mnoha rizikovych faktorech. Jsou to napf.
pouziti jednotlivych druhtt kmenovych bungk, jejich ziskavani a kultivace, historie bunék,

mira manipulace a zpusob aplikace [74, 73, 72].

Stép kmenovych bundk vyvolava terapeutické a nezadouci Gginky. Je tieba zvazit
mozné vedlej$i ucinky a rozhodnout se, zda 1ék miaze byt pfijat v 1ékaiské
praxi. Ve skute¢nosti, védecky vyzkum musi nastinit zavaznost nezadoucich Géinkd, jejich

frekvenci v klinické praxi a dokézat zabranit, snizit nebo vyloudit tato rizika [57].

Riazné kategorie rizikovych faktordi mohou byt rozliSeny. Za prvé rizikové faktory
mohou byt spojené s vnitinimi bunénymi vlastnostmi konkrétniho bunééného typu nebo
ttidy kmenovych bunck. Za druhé ptimésové rizikové faktory vnesené do odebraného vzorku,
manipulace, kultivace nebo skladovani bun¢k. Vyskytuji se 1 rizikové faktory spojené
S klinickymi parametry (napiiklad chirurgickych zékroki, imunosuprese, mista a zplsobu
podani nebo soucasné¢ho vyskytu i jinych nemoci). Je dilezité si uvédomit, ze vice rizikovych

faktori z téchto riznych kategorii mtze pirispét k velkému riziku pro pacienta. V zasad¢ plati,
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ze poznatky o potencialnich rizicich a rizikovych faktorech ziskané v praxi, mohou pfispét
K novym lééebnym postupiim pii 1é¢b€ riznych nemoci za pomoci kmenovych bunék
[62, 72, 73, 74].

Rizika pfi autologni a alogenni transplantaci:

Pti autologni transplantaci je mnohem méné¢ rizik nez pti alogenni transplantaci, i pres
to jsou v této terapii rizika. Je jen né&kolik znamych rizik u autologni transplantace
kmenovych bun¢k: a to je manipulace bunék Vv klinické laboratofi, kterda muZze narusit
normalni fungovani kmenovych bun¢k, véetné té, ktera tidi bunécny rust. Je-li narusena
funkce bunécéného ristu, neptizniveé to ovlivni funkce buiiky. Jejich poruseni se miize projevit
napt. nekontrolovatelnym bujenim. To by znamenalo nasledné zhorSeni zdravotniho stavu
pacienta, coz je nezddouci. Hlavni omezeni uspéchu pii autologni transplantaci kmenovych
bun¢k je respiraéni komplikace. Plicni dysfunkce se vyskytuje az u 50 % pacientd
po transplantaci kmenovych bun€k, a plicni komplikace patii mezi nejcastéjsi pficiny

nemocnosti a umrtnosti po bunécné terapii.

U alogenni transplantace je rizikem kontaminace bunék viry, bakteriemi nebo jinymi
patogeny, které by mohly zplsobit zavazné infekce. Jelikoz pacienti, ktefi jsou léceni
kmenovymi buiikami, ¢asto berou silna imunosupresiva, ktera v podstaté znici jejich imunitni
systtm. Nicméné je to nutné, protoze je tim sniZzena pravdépodobnost odvrhnuti
transplantatu. U tohoto typu transplantace je hlavnim rizikem reakce Stépu proti

hostiteli. Pfi této transplantaci také hrozi rizika, jako jsou popsana u autologni transplantace
[29, 57, 58, 73].

Rizika z pouziti riznych typid kmenovych buné¢k:
Nejveétsi riziko v bunééné terapii je pii pouziti ESC a nové objevenych iPSC.

Embryonalni kmenové bunky jsou pluripotentni bunky, které maji schopnost
diferencovat se do vSech tfi zarodec¢nych vrstev (endodermu, mezodermu a ektodermu).
Nicméné¢, pluripotentni kmenové bunécné linie musi byt schopny plnit nékolik specifickych

funkei. Jednou z funkci kmenové bunééné linie je schopnost rist do nekone€na. Tim

se zvySuje riziko tvorby teratomi.
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Pro iPSC generace se pouzivaji pievazné fibroblasty, iPSC byly také odvozeny z jater,
slinivky beta bun¢k a zralych B bunék. Ptes rozdily v jejich piivodu, ESC a iPSC jsou velmi
podobné. Maji velmi podobné ristové charakteristiky, profily genové exprese, epigenetické
modifikace a diferenciacni potencial. Nicméné, nékteré rozdily v genové expresi byly
zaznamenany, coz naznacuje, ze pieprogramovani iPSC je neuplné. iPSC jsou spojovany

S vyssim rizikem tvorby nadort [74].
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ZAVER
Buné¢na terapie je termin, ktery je dnes nejen v odborné literatuie, ale i ve vSech

mediich ¢asto zminovan. Do tohoto oboru jsou vkladany velké nadéje a také je predmétem

mnoha vyzkumnych projekti v zahraniéi i v Ceské republice.

Cilem bakalaiské prace bylo piiblizit druhy a vlastnosti jednotlivych kmenovych
bunék, ale i nejnovejsi nebo teprve zkoumané metody a zptisoby 1é¢by téZzce 1é€itelnych nebo
nelécitelnych chorob, u kterych lze tuto metodu vyuzit. Jelikoz je téchto onemocnéni velké
mnozstvi, jSou v bakalaiské praci zminéna pouze vybrana. Dulezité je, ze jednotlivé typy
kmenovych bun¢k lze vyuzit diky jejich vlastnostem na vice typt onemocnéni. U chorob,
pii kterych je mozné vyuzit bunénou terapii, zdlezi mimo jiné na druhu bunék, jejich
kultivaci a na typu podani.

Za zminku stoji popsana lécba diabetu, kde se daji pouzit nejen kmenové bunky
zkostni dfen¢, ale i nervové progenitorové buniky zmozku. Ty maji schopnost
se diferenciovat na bunky produkujici inzulin, coz je u této 1é¢by podstatou. Dalsim velmi
rozsifenym, Spatné 1é¢itelnym onemocnénim je revmatoidni artritida. Zde se v 1é€b¢ uplatnuji
predevsim kmenové buiky z kostni diené, tuku a pupecniku, které napomahaji nemocnym
snizit bolestivé piiznaky choroby a zmirnit pribéh onemocnéni. Nedavny vyzkum u 1é¢by
svalové dystrofie demonstruje moznost 1é¢by lidskymi embryonalnimi kmenovymi
buikami. Dal§im zplsobem, jak potencialné 1éCit toto onemocnéni je vyuziti
mezenchymalnich kmenovych bunék. Regenerativni bunéfnd medicina nové vyvinula
specificky protokol tzv. SVF (stromalni vaskularni frakce buné¢k), ktery se pokousi vyuzit
potencidlnich regeneracnich vlastnosti SVF, které jsou bohaté na mezenchymalni kmenové
buriky a zaroven na rustové faktory. V 1é¢bé leukemie jsou nejvice vyuzivané buiiky z kostni
diené. Soucasny vyzkum se snazi pouzit k léCbe této nemoci teprve neddvno objevené
indukované pluripotentni kmenové bunky. Ty poskytuji néastroj pro vyrobu velkého poctu
leukemickych bun€k v misce. Za pouZiti této metody lze Vv laboratofich na butikach studovat,
jak nemoc vznika, jak probihd a zjistovat dal$i informace. Z poznatkd lze navrhnout
a otestovat novou terapii, kterda bude potencialné uc¢inn¢j$i a méné toxicka nez dosavadni
1écba.

Dle mého nazoru, je tieba vénovat této oblasti stale vice pozornosti, aby se odhalily
nejen vynikajici 1é€ebné vlastnosti této metody, ale také piipadna negativa bunécné terapie,

ktera by mohla ohrozit stav pacienta.
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