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ANOTACE

Beckerova muskularni dystrofie je geneticka porucha, kterad je charakteristicka progresivni
slabosti a degeneraci primarné kosternich svalt, ktere tidi pohyb a dale sval srdce. Je zptisobena
alelickou poruchou na chromozomu X a dédi ji chlapci. Tato prace popisuje pfi¢inu, pribéh a
diagnostiku. Dale popisuje uchovavani pupecnikové krve a vyuziti kmenovych bungk v oblasti
1é¢by.

KLICOVA SLOVA

Beckerova muskulérni dystrofie, genetika, diagnostika, 1é¢ba, kmenové buiiky, pupe¢nikova
krev



TITLE

Use of stem cells for the treatment of Becker muscular dystrophy and diagnosis

ANNOTATION

Becker muscular dystrophy is a genetic disorder characterized by progressive weakness and
degeneration of the primarily skeletal muscles that control movement and heart muscle. It is
caused by an allelic disorder on the X chromosome and is inherited by boys. This work
describes the cause, course and diagnosis. It also describes the preservation of umbilical cord

blood and the use of stem cells in treatment.
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Uvod

Kmenové buiiky maji do budoucna velké vyuZiti. Jsou obsazeny nejen v kostni dieni, tukové
tké&ni, embryu nebo periferni krvi, ale také v krvi pupeénikové. Pravé vyuZzitim kmenovych
bunék z pupeénikové krve se tato prace zabyva. Odbér je bezpetny a z etického hlediska

se jedné o zcela bezproblémovou metodu.

Na tomto tématu mam velky osobni zajem, hlavn¢ z hlediska Beckerovy muskularni dystrofie.
V nasi rodin¢ se jako jedna z mnoha dalSich vaznych chorob dédi, a rada bych, aby jednou dalsi
generace mély moznost s touto nemoci néjakym zptsobem bojovat nebo alesponi zlepsit jeji
prubéh. Myslim, Ze se o moznosti odbéru pupecnikové krve a uchovani kmenovych bunék
V bézném zivoté velmi malo mluvi. Spousta budoucich rodi¢ii o0 moznosti odbéru pupecnikové

krvi nevi. Cilem této prace je ziskat nejnové¢jsi informace, piehled o moznostech, vyuzit je

ve vlastnim zivoté a poskytnout tyto informace dal svym nejbliz§im.
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1. Beckerova muskularni dystrofie

Beckerova muskularni dystrofie (BMD) je genetickd porucha, ktera je charakteristicka
progresivni slabosti (atrofii) a degeneraci primarné kosternich svald, které fidi pohyb a dale
sval srdce. Je oznaCovana jako benignéjsi forma Duchennovy muskularni dystrofie (DMD).
DMD se projevuje ve vyrazné mladS$im véku, ma rychlejsi pribéh a klinické piiznaky jsou
znatelngjsi. Obé tyto vrozené vady jsou zpusobené alelickou poruchou na chromozomu X,
ptesnéji fe¢eno v oblasti Xp21.2, kde se nachazi gen, ktery méa za ukol syntézu dystrofinu. Jsou
Klasifikovany jako dystrofinopatie. Na vySetienich miZzeme vidét bud abnormalni

molekulovou hmotnost dystrofinu nebo snizené mnozstvi. [1], [2], [3]

Na obrazku ¢. 1 lze vidét progresi svalového postiZzeni u jednotlivych forem dystrofii. Postava
,a se tyka Beckerovy a Duchennovy svalové dystrofie. Na obrdzku €. 2 je vidét rozdil mezi

bicepsem zdravého ¢loveka a pacienta postizeného svalovou dystrofii.

n NPy L M
” VR { )\ ‘M
W/ \.,( | Wl

Obrazek ¢ 1 - Progrese svaloveho postizens u riznych typii svalové dystrofie: A — Duchennova a Beckerova; B — Emeryho-
Dreifussova; C — pletencova; D — fasciokapulohumeralni; E — okulofaryngealni [4]
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Normalni dvojhlavy sval Biceps postizeny
pazni - biceps svalovou dystrofii

sval zeslabeny, svalové buriky
nahrazeny vazivem

I\ I\

Obrazek ¢ 2 - Biceps zdravého ¢loveka a pacienta postizeného svalovou dystrofii. [5]

1.1. Dédi¢nost

Tato choroba se dédi gonozomalné recesivné. Charakteristickym znakem X — vazané dédi¢nosti
je, Ze otec nemuze jakékoliv rysy, které jsou v tomto chromozomu zaznamenany, svému synovi
predat. Ve vétsing piipadech zdédi muz mutaci od své matky. V muzském karyotypu XY, staci
pouze jedna zménéna kopie genu v kazdé bufice, zatimco u Zen by musela nastat mutace v obou
kopiich, aby doslo k poruse. Mutace v obou kopiich je ale velmi nepravdépodobna. Proto jsou
Zeny prevazné prenaSecky, BMD se neprojevi a muze dojit k tzv. lyonizaci neboli inaktivaci
chromozomu X. V piipad¢, Ze ma jedinec vice nez jeden chromozom X (karyotyp 46, XX nebo
46, XXY), lze ve stadiu embrya jeden chromozom X ,.inaktivovat“. Inaktivace je ndhodna,
ale trva po zbytek Zivota, protoze kazda dalsi vznikla bunka ma jiz tento chromozom X
inaktivovan. [6], [7], [8]

Zeny prenasecky tedy typické ptiznaky nepocituji. U penase¢ek DMD miize genova mutace
zpusobit mirnou atrofii nebo kiece, ale v daleko mirn€jsim méfitku nez u postizenych muza.

A4

Dale mohou mit vyssi riziko kardiomyopatie nebo jinych srde¢nich abnormalit. [8]

V nékterych piipadech se vyskytuje i spontanné u jedincu, ktefi tuto nemoc v rodinné anamnéze

nemaji. Frekvence BMD je 1:25000 muzt vyrazné nizsi nez frekvence DMD (1:3500).
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1.2. Molekularni charakteristika dystrofinu

Protein dystrofin patii do rodiny pB-spektrin/a-aktinin. Tato rodina je charakterizovana
aminoterminalni doménou. Celkem se dystrofin sklada ze 4 domén. Aminoterminalni doména
obsahuje vazebné misto pro aktin a dale na ni navazuji spectrin — like repetice. Centralni
ty¢inkova doména obsahuje druhé vazebné misto pro aktin a vazebné misto pro dystrobrevin

a syntrofin. Dale doménu bohatou na cystein a karboxyterminalni doménu.

Dystrofin se vaze k aktinu pfes aminoterminalni doménu a ty¢inkovou doménou, zatimco
karboxyterminalni a na cystein bohata doména interaguje s membranovymi proteiny jako jsou
sarkoglykany, syntrofin, dystrobrevin a dystroglykan. Dohromady tvoii komplex dystrofin
asociovanych proteinti neboli DAPC. Tento komplex zajist'uje signalni a strukturni propojeni
extracelularni matrix s cytoskeletem, dale DAPC umoziiuje zachovat strukturalni integritu
sarkolemy. Sarkolema je béhem svalové kontrakce pod mechanickym stresem a DAPC funguje

b 413

jako ,,pohlcovac* téchto otiest. [9]

Extracellular matrix Sarcoglycan
complex

Sarcolemma

Syntrophins
Cytoplasm -

a-Dystrobrevin

Obrazek ¢ 3 - Komplex dystrofin asociovanych proteinz (DAPC) aDG: a-dystro- glykan; fDG: S-dystroglykan; nNOS: n-
nitrous oxide syntdza [10]
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1.3. Role dystrofinu v chorobach BMD a DMD

Molekularni rozdil mezi BMD a DMD je zpisoben rozdily v expresi dystrofinu. V piipadé
DMD dochézi k Uplné absenci dystrofinu, protoZe dojde k deleci exont, které spolu s introny
tento gen koduji. U BMD jsou dvé varianty: bud’ je dystrofin pfitomny a funk¢ni, ale jeho
mnozstvi je snizené nebo je dystrofin funkéni pouze z Casti. Z tohoto diivodu je BMD vyrazné

mirnéjsi forma svalové dystrofie. [6]

Primarni role dystrofinu je spojit cytoskelet s extracelularni matrix skrz glykovany protein
a jeho komplex, napft. sarkoglykan (exprimovan v srde¢nim a kosternim svalstvu, jeho mutace
se vyskytuji pii onemocnéni pletencové svalové dystrofie). V nepiitomnosti dystrofinu
je svalova membrana néchylnd a dochazi k poskozeni svalovych vlaken. Zvysi se tak pocet
cykli regenerace a degenerace, dochazi k fibréze a nahradé svalu za tuk. Zjednodusené
stabilizuje, chrani svalova vldkna a muze hrat roli v signalizaci v bunkach z chemického
hlediska. Dystrofin se nachazi v pii¢né pruhované kosterni svaloviné a v myokardu. [6], [8],
[11].

1.4. Projevy, disledky a kazuistika BMD

Forma BMD se projevuje na rozdil od DMD jako velmi mirna. Primérny vék, kdy se stanovi
tato diagndza je 11 let, nicméné vékové rozpéti je v této formé Siroké. Zalezi také na konkrétnim
pacientovi, jak se choroba projevi. V pocatku se od DMD pfili$ nelisi a ¢asto se piekryva. Proto
1ékati pro chlapce, ktefi ve dvandcti letech chodi, ale po patnactém roku svého zivota nechodi,
pouzivaji termin ,,Stfedni svalova dystrofie” (IMD). Klasifikace BMD se pouziva tehdy, kdyz
zacnou ztracet ,,schopnost chodit* po 15 letech. Skupina IMD tedy zahrnuje chlapce s DMD
I S vaznym prubéhem BMD. [1], [12]

1.1.1. Klinické projevy

Zpocatku se BMD projevuje ponamahovymi bolesti svalstva neboli myalgiemi, dale ¢astéjsimi
kfeCemi nebo kardiomyopatii. Pozd¢ji dochazi k oslabeni panevniho pletence, svalt stehna,
trupového svalstva a ramenniho pletence. Velmi ¢asto se vyskytuji kontraktury Achillovych
Slach a v oblasti loketniho kloubu. Vse je vsak velmi pozvolngjsi nez u DMD a ke zhorSeni

dochazi v adu nékolika let.

Mezi respiracni problematiku patii piedevSim snizovani kapacity plic, a to v disledku

primarniho postizeni dychaciho svalstva, bfiSnich svali a pomocnych dychacich svali.
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V pozd¢jsi fazi tento proces muize vést k respiracni insuficienci. Pribéh je velmi pozvolny
a k progresi dochazi zejména ve spanku, kdy ptirozena dechova aktivita klesa. Rano mohou

pacienti trpét bolestmi hlavy, nevolnosti nebo zvySenou tnavou.

Jak jsem zminila vySe, dystrofin je i soucasti myokardu. Pti jeho nedostatku tedy dochézi

ke kardiomyopatii, kterd je hlavnim rizikovym faktorem.

Typickym ptiznakem je také myopaticky $plh neboli Gowerdv manévr, jimz si pomahaji pfi
vstavani. Dochazi ke ,,8plhani“ a opirani se rukama na stehnech a postupnému vzpiimovani.

[13]

Obrazek & 4 - Gowerttv manévr neboli myopaticky Splh, priznak svalové dystrofie [14]

1.1.2. Kazuistika

BMD nicméné predstavuje velmi variabilni fenotyp a jsou i ptipady, kdy se na chorobu piijde
ticba az v 50 letech nebo i pozdé&ji. Jak jsem zminila jiz v Gvodu, Vv nasi rodiné se dédi
po generace. Pamatuji si, jak mi déda fikal, Ze télocvik byl pro n¢j vzdy ,,utrpeni. Pfespolni
béhy a sprinty byly nejtézsi discipliny. Pozdéji se dostavily kiece pti cviceni a celkoveé ubyvalo
fyzické zdatnosti i presto, ze se snazil cviit a né¢jakym zplsobem se udrzovat fit. Nicméné

Vv té dob¢ se to pfilis nefeSilo a odpovédnost se piisuzovala cigaretam.

Ccav 50 letech mu byla diagnostikovana BMD a 20 let se poté potykal s ¢im dal vétsi svalovou
slabosti. Pfichazely pady a zranéni, u kterych byla rekonvalescence pii této nemoci jesté delsi.
V rodin¢ mame zatim piipady dva, o kterych vime, a to mij déda (matky otec) a jeho bratr.
Véaznéjsi komplikace se vSak v obou ptipadech dostavily az po padesati letech zivota,

a to v navaznosti na jiné zdravotni potize.
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Vzhledem K pribéhu onemocnéni a ustupujici ¢innosti svall jak uz kosternich svalt ¢i svalu
myokardu, pacienti obou téchto forem ¢asto zemi'ou na zastavu srdce nebo uduseni, kdy uz sval

neni schopen fungovat. Zdali v tomto pfipadé byla dtivodem smrti neni znamo.

V rodokmenu je dle znazornéni vidét, kdo z mé rodiny chorobou trp&l. Cervenou barvou
je znazornény mij déda, v modrém jeho bratr, ktery chorobou také trpél a v zeleném moje

matka, pfenasecka.

I
1 2
H ﬁ(g
1 2 4 6 7 8 9 10
I
1 2 3 5 6 7 8 4

Obrazek & 5 — Rodokmen gonozomdalné recesivnich chorob s vyznacenim rodinné anamnézy BMD [15]
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2. Diagnostické metody Beckerovy muskularni dystrofie

2.1. Svalova biopsie

I kdyz v diagnostice molekularnimi metodami dochazi v posledni dobé k velkym pokrokiim
ohledné BMD a DMD, svalova biopsie se relativné asto stale pouziva. Vzorek svalu se odebira
napiiklad pomoci bioptické jehly a misto odbéru je pod lokalni anestezii. Ziskava se vétsinou
z deltového svalu, bicepsu nebo kvadricepsu. Kromé vyuziti v diagnostice dystrofie odhali
I svalovou infekci nebo chybu v metabolismu a vyuziti energie. Zménéna nebo nepiitomna
exprese genu ve vzorku pro svalovou biopsii je standardem diagnézy. Soucasné metody
genomické analyzy detekuji pfiblizné 93 % az 96 % mutaci. Zbytek tvofi preusporadani mRNA.

[6]. [16]
2.2. Histopatologie

Vysledkem nedostatku dystrofinu jsou histopatologické zmény, které 1ze ve svalech pomérné
dobie pozorovat. Ztrata integrity vldken ve svalu vede k nekrdze, svalové fibréze a selhani
regeneracni kapacity. Mezi nejlépe viditelné myopatické zmény, diky kterym Ize dystroficky
nalez popsat, patii fibroza a ndhrada tuku. Casem se tyto zmény zvy$uji, coz vede

az k myopatické zméné€ v konecném stadiu tkang.

Histopatologickd zména se u BMD a DMD lisi. Zatimco u vaznéjsi formy dystrofie DMD
popfipad€ u vazného prubéhu BMD lze pozorovat radikalni zmény poskozeni, u lehké formy
BMD mizeme vidét patologii ve velikosti svalovych vldken a fibrozu v rizném stupni

degradace nebo nekrézy. [6]

Na obrézku ¢. 6 muzete vidét vzorek tkané pii normalni koncentraci dystrofinu u zdravého
¢lovéka, zatimco na obrazku €. 7 je hodnota sniZzena. Tento vzorek odpovida pacientovi trpici
BMD. [17]
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Obrdzek & 6 — Ukézka histologického preparatu, zobrazujici \ ‘
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Obrdazek & 7 — Ukazka histologického preparatu
zobrazujict buniky se snizenou hodnotou dystrofinu[17]
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Obréazek ¢. 8 ukazuje pii¢ny fez svalem a nahradu svalovych vlaken za tukové buiky,
coz odpovida typickému nalezu DMD. [18]

Obrdzek & 8 - Pricny ez svalem, ndahrada svalovych vidken za tukové bunky [18]

Histopatologické zmény nejsou specifické, protoze podobné zmény lze pozorovat u mnoha

forem dystrofiich. Diagnostika ze svalové biopsie proto zavisi na analyze exprese dystrofinu.

2.3. Hodnoceni exprese dystrofinu

Analyzy exprese dystrofinu Ize dosahnout imunohistochemickou (IHC) a imunofluorescenéni
(IF) metodou analyzou svalovych fezii nebo imunoblotem (IB) svalovych homogenati. Metody
IHC a IF se provadi pomoci protilatek, které jsou namifeny proti N-konci, centralni tyc¢i
a C-koncové doméné. U BMD je barveni dystrofinu nerovnomérné. Neuplné obklopuje svalova

vlakna, zatimco u DMD néjaké ,barevné“ znamky piitomnosti dystrofinu vidime pouze
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za zvySené citlivosti IF. Pfi standardnim barveni vzorku z biopsie svalu se u DMD ukazuji
shluky vldken nebo mald loziska, které vykazuji vyznamnou expresi dystrofinu.
Jedné se o tzv. revertantni vlakna (svalova vlakna pozitivni na dystrofin v jinak na dystrofin
negativnim prostredi) v disledku sekundéarnich zmén v genu jako naptiklad zménény sestiih

mRNA, ktery expresi uréitého dystrofinu umozni. [6]

Metoda imunoblot je z téchto tfi variant nejvhodnéjsi. Na rozdil od barveni IF nebo IHC

poskytuje informace o velikosti i mnozstvi dystrofinu. U zménéné velikosti dystrofinu vétSinou

prokazuji BMD. [6]

Na obréazku lze vidét porovnani imunobarveni dystrofinu a asociovanych proteinu Vv fezech
svalu. V levem sloupci u pacienta s DMD, uprostied s BMD a vpravo kontrola (ovladaci
prvek). [19]

dystrophin

dystrobrevin

syntrophin

sarcospan

B-sarcoglycan

Obrazek ¢. 9 - Imunobarvent dystrofinu a asociovanych proteinii, V po sobé jdoucich rezech svalu od pacienta s DMD
v levém sloupci, pacienta s BMD uprostied a od zdravého ¢loveka v pravém sloupci [19]
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2.4. Chemie séra

Ohledné chemie séra diskutujeme zejména o kreatininkinaze (CK). Jako prvni hladinu tohoto
enzymu pouzil k diagnostice svalového postizeni Okinaka v roce 1959. Hladina CK je nyni
povazovana za jednu z nejcitlivéjSich a nejspolehlivéjsich laboratornich indikatort svalovéeho

poskozeni. [20], [21]

CK je jeden zklicovych enzymii energetického metabolismu bunék. Katalyzuje reakci,
kdy dochazi k pfeméné kreatinu na kreatininfosfat pomoci ATP (adenozin trifosfat),
kter)'/ se tim méni na ADP (adenozin difosfét) a obracené. Kreatininfosfat Vyuiivé lidské telo
takové tkané patii myokard, nervova tkan, Cortiho orgén, spermie, retina anebo pravé kosterni
svaly. [21]

NH NH,

o w:H OJ;OHN

0o

o

Kreatinkin:iza (o

Energeticky
bohat:a
sloucenina

1-2%  den
/lm a kontiakee

Kreatinin

Obrazek ¢ 10 - Preména kreatinu na kreatininfosfat [22]

Cytoplazmatick kreatininkinaza se diky kombinaci dvou podjednotek, svalové (M = muscle)
a mozkové (B = brain), vyskytuje ve 3 izoformach a to: MM (svalovy izoenzym), BB (mozkovy
izoenzym) nebo MB (myokardialni izoenzym). Bilkovina v kazdé z podjednotek je zakddovana
jinym kodem. Bilkovina pro svalovou podjednotku je na dlouhém raménku devatenactého
chromozomu (19913) a pro mozkovou podjednotku na c¢trnactém chromozomu (14q32).
V kosternich svalech je z 98 % izoenzym CK-MM. [21]

Existuje CK i mitochondriélni, jez ma dva izoenzymy. Ubikvotni forma se vyskytuje ve vsech
tkanich krom¢ ptiéné pruhované svaloviny. Naopak sarkomericka forma se vyskytuje pravé

Vv pti¢né pruhované svaloviné (kosterni svaly a myokard). [23]
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ZvySend hodnota CK je béZzna 1 po fyzické zatézi, v t€hotenstvi, malignity, onemocnéni §titné
Zlazy atd. Jak ale rozliSujeme, zda neni CK zvysena ,pfirozené“? Testy na CK se stanovuji
minimaln¢ 72 hodin po fyzické ndmaze. Také zavisi na hodnoté kolikrat se hodnota zvysila.
Z vyzkumu a testll ve vycvikovém stiedisku Fort Bennig ani v jednom ptipadé nepiesahla
hodnota po fyzické aktivit¢ padesatinasobek fyziologické hodnoty (bereme — li v potaz

venkovni teplotu, pohlavi, etnicky ptvod). [24]

V tabulce Ize vidét vzrist hodnot CK u jednotlivych autosomalné dominantnich a recesivnich

dystrofinopatii. [20]

Choraba Frekvence Hiladina CK
Dysralinopatie Duchenneca [OMC) 100 A0-600 {1000
Beckerona Tormma [BWVDY 100 5=
Planadelky DMD S0% -3
B 0 2200
Facioskapuldrmi svalava ayitralie [FSHD) 5% S
Myatonicks dystratie | a 1l typu Bl% <1
Fletandoasd Svaloed dystiolie® Fdznd podle typu <10
Poeripale nesrios $E50 10 Q5 <10=
Rabdorryalyza o0 5 S—100

Zanétlive myopate [palymyozitida, dermatonrmeozilida,

-55% 10g
aubeartunitn rekreli2uich myopatis) ** i

Tabulka 1 - Hodnoty CK u jednotlivych svalovych dystrofiich a chorob [20]
25. EMG

EMG neboli elektromyografie je vySetfovaci metoda pro meéfeni elektrické aktivity svali
a nervul, ktery dany sval fidi. Pt¥i poranéni nervu lze urcit nejen lokalizaci, ale i rozsah
poskozeni. Elektrickou aktivitu Ize zaznamenavat jehlovymi elektrodami, které jsou zavedené
do svalu skrz kiizi, poptipad€ povrchovymi elektrodami nad bfiSkem svalu na kiizi. Vysledkem

je elektromyogram neboli EMG kiivka.

Principem je zamérna aktivace svalu, popfipadé periferniho nervu, a ptistroj elektromyograf
registruje vzruch (akéni potencial). Vznikly vzruch se §ifi nervovym vlaknem, aktivuje vlakno
svalové a tim vznika svalovy zaSkub, ktery je sniman elektrodami, pienasen do procesoru,

zpracovan a zapsan.

Svalova odpovéd’ se méni v zavislosti na poskozeni. Méfeni elektrické aktivity svalu a nervu
urcuje, zdali je napfiklad svalova tkan (svalova dystrofie) nebo nervova tkan (lateralni skler6za)

poskozena. [25]
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Obrazek & 11 - Fyziologicky ndlez EMG [26]

2.6. Mutacni analyza

Analyza mutace z DNA z derivovanych lymfocyt je v nynéjsi dobé dostupny klinicky test
a provadi se pro potvrzeni diagndzy dystrofinopatie po vysledcich z chemie séra (CK).
Pro kompletni molekuldrni diagnostiku byla slozita velikost tohoto genu, protoze je jeden
Z nejvetsich. Sklada se ze 79 exond, které jsou rozlozeny pies 2,4 milionu nukleotidi na jednom
chromozomu X. Z 65 % je mutaci zpisobujici DMD nebo BMD delece jednoho nebo vice
exonu. Metody testuji pocet kopii kazdého exonu. Snadno detekuji mutace duplikace exonu

a rozsah souvislych exonovych deleci. [6]

Zbytek mutaci vyzaduji pro detekci sekvenacéni analyzu. Tradi¢ni metodou je Sangerovo
sekvenovani exonu. Nutnosti je, aby bylo sekvenovani provedeno pies celou oblast,
ktera nemoc koduje. Vyuziva se jako dopln¢k (Ciselnymi hodnotami cca 30 %) k MLPA

(viz nize) pro detekci malych mutaci. Nicméné Sangerovo sekvenovani je vzhledem k velikosti
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pomérné slozité, a Vv soucasnosti se vice pouzivaji techniky, které umoziuji sekvenovani

dlouhych usektit DNA jako napiiklad metoda NGS.

Pacienti, ktefi nemaji mutaci detekovatelnou genomickymi metodami, ale maji X-vazanou
anamnézu Vv rodiné nebo jiny dikaz dystrofinopatie, maji obvykle pseudoexonové mutace.

V nich vytvafi intronovd mutace donoroveé a akceptorové misto, a to vede k zahrnuti

intronického sekvenovani do mRNA. [6]

g / \ < — Sanger sequencing trace of the tumour showing the mutation
El Y \\ /\ \ Y (green peak = adenine) on top of the normal base (red peak =
ot DA XA X thymine)

" O N EA . ) - o

s = | \ In normal tissue only the normal base, thymine, is seen.

5 4| AX Y\ Y

S 5| AA ‘_</_\_ = SO,

z

Obrazek ¢ 12 — Priklad vysledku Sangerova sekvenovani [27]

2.7. Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace neboli NGS je technologie sekvenovani DNA, jeZz zpisobila
ve vyzkumu genomu vyznamnou revoluci. Pomoci NGS lze béhem jediného dne sekvenovat
cely lidsky genom, zatimco technologii Sangerova sekvenovani, bylo sekvenovani genomu
dokoncena po vice nez deseti letech. [27], [28] Nicméné vyhodnoceni NGS analyzy je zna¢né
Casové narocné (n&kolik dni az tydnil), pfesto je tato velkokapacitni metoda vhodna

pro analyzy, kde je nutné sekvenovat velkou ¢ast genomu.

Metodami NGS je mysSleno n€kolik rtiznych technik sekvenace DNA, které se odlisuji
po technické strance (kazda platforma vyuziva technologii, kterd je vyuzitelna pouze pro ni),
ale generuji obrovské mnozstvi dat (velké pokryti genomu), ptipadné sekvenovani vétsiho
mnozstvi vzorkl, oproti klasickym metoddm sekvenace. VSechny platformy ovSem provadi
paralelni sekvenovani nékolika miliond malych fragmentii DNA. Pfi vyhodnoceni se ke spojeni
téchto fragmentl se vyuziva bioinformatickd analyza. Ze tff miliard bazi v genomu ¢loveka
je kazda sekvenovana vicekrat, abychom ziskali co nejpiesnéjsi data a ndhled na neo¢ekavané
variace DNA. Spektrum variaci zahrnuje substituce (malé zmény bazi), inzerce a delece DNA.

Dale velké delece exonti nebo celych genti v genomu, inverze a translokace.
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Sangerova metoda sekvence se vyuziva pro substituce, malé inzerce a delece. Pro dal$i mutace
se provadi specializované testy, jako je napiiklad fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH).
[27], [28]

Pro analyzu dystrofinu se pouziva k analyze extrahovand DNA z krevnich lymfocytt pacientt.
Pomoci softwaru lon AmpliSeq Designer byly vytvoieny pooly multiplexnich primert, genovy
panel, ktery pokryvd 99,6 % exonove oblasti, véetné oblasti 30 para bazi od hranice

exon — intron (lemujici oblast) a pokryva 100 % kddujici oblasti. [28]
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Obrazek ¢ 13 - Priklad vysledku metody NGS [28]

2.8. Multiplex ligation — dependent probe amplification

Metoda Multiplex ligation — dependent probe amplification neboli MLPA je zalozena
na hybridizaci sondy a amplifikaci DNA a pouziva se pro detekci deleci nebo duplikaci v genu.
Celosvétove je uvedeno mnoho studii o uzite¢nosti MLPA metody vzhledem k jinym metodam
detekce mutaci k chorobé DMD. Vyhodou je detekce mutace u prenaSecek. Obvykle totiz
nesta¢i pouzit multiplexni PCR metodu, protoze delece dystrofinového genu je maskovéna

druhym, normalnim chromozomem X. [29], [30]

V Indii byla provedena studie ohledné detekce mutaci u pacientti i nosic¢a v rodinach s BMD,
DMD a zvys$enou hladinou kreatininkinazy. Pomoci standardnich vysolovacich protokolt byla
izolovana DNA z leukocytt a zkontrolovana kapkovym spektrofotometrem. Analyza MLPA
byla provedena dle vyrobce MRC Holland, Nizozemsko (denaturace, hybridizace, oSetfeni
DNA ligazou, ...). Reakce byla zastavena inkubaci a poté provedena PCR amplifikace, pfi které
byly pouzity specifické fluorescenéné znacené PCR primery. Produkty amplifikace byly
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podrobeny elektroforéze a data analyzovany. Celkem bylo analyzovano 217 piipada. Deleéni
mutaci bylo postiZzeno 161 pacienti a z toho 51 piipadi bylo dovysetieno metodou MLPA. [28]

Na obrazku ¢. 14 lze vidét A — normalni piky, B — Heterozygotni delece v exonech,

C — Hemizygotni delece v exonu, D — Hemizygotni duplikace [28]
b I‘ I ‘ |
b
d

Obrdzek & 14 - Vysledky metody MLPA A — normalni piky; B — Heterozygotni delece u prrenasecky, C — Hemizygotni delece;
D — Hemizygotni duplikace [28]

2.9. Western Blot (Imunobloting)

Metoda Western Blot se vyuziva pro prognozu, zda je exprese dystrofinu obnovena nebo ne.
Prokazuje se zména délky dystrofinu, jeho porusend kvantita, popiipadé uplnou absenci

dystrofinu.

Zmrazena tkan svalu se homogenizuje a izoluji se proteiny. Elektroforeticky se rozdéli
na polyakrylamidovéem gelu a na membrénu jsou pieblotovany. Membrana se inkubuje

s protilatkou a komplex se poté vizualizuje fluorescenéné znacenym detekénim systémem. [31]
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3. Rozdéleni a vlastnosti kmenovych bunék

Kmenové buiiky jsou primarni nediferencované bunky, které jsou schopné diferenciace
na jakoukoliv jinou bunku a zaroven se samy neomezené obnovuji. Vytvaii tedy uplné nové

bunky, které maji schopnost opravovat poSkozenou a opotiebovanou tkan ¢i organy.

Kdyz jsme nemocni, télo je zranéné, tak tim nenavratné poskodime i nase bunky a v tuto chvili
se aktivuji pravé naSe kmenové buiiky. Zabranuji i pfedéasnému starnuti. Jak bylo feceno, jsou
naSe armada mikroskopickych 1ékait (citovano — Mgr. Dasa Bohaciakova, PhD). Napiiklad
bunky v kizi mohou vytvaret dalsi buiikky kiize nebo se diferenciovat na bunky pokozky.

Ty maji uz své specifické funkce. [32], [33]

Kmenové bunky proliferuji vétSinou asymetricky (mitdézou), kdy zjedné builkky vznikne
matetska se stejnymi vlastnostmi a druha, ktera je diferenciovana. Pokud je ale tfeba, proliferuji

symetricky tzn. bud’ vzniknou dvé matetské nebo dvé diferenciované. [34]

Lze je rozdélit podle mnoha kritérii, nejcastéji dle vyskytu, podle existence na primarni
(in vivo) a sekundarni (in vitro) nebo podle diferencia¢niho potencidlu (totipotentni,

pluripotentni, multipotentni a unipotentni). [35]

blastocysta
oplozen ryhovani AL T kultivace pluripotentnich embryondinich KB
. .
- . * ? 2 ¥
®—  — . = diferencované bunky
_ i -
. A . .. »,
g 8

totipotentni  pluripotentni
krevni bufiky

| = =

/ hematopoetické KB
— l O tukové buriky, vazivo, kost, ...

\wegen(hymalm KB
- —

- bufiky nervového systému

neurdini KB

tkanové specifické
(adultni) KB

multipotentni

Obrazek & 15 - Schéma rozdéleni kmenovych bunék [31]
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3.1. Rozdéleni dle vyskytu

Kmenové buriky lze rozd¢lit do tii typt podle toho, odkud jsou ziskavany. A to na:

e Embryonalni (ESC),
e Dospclé (ASC),
e A indukované (ISC).

3.1.1. Embryonalni kmenové butiky (ESC)

Prvnim typem jsou buniky embryonalni (ESC). Jsou to pluripotentni buriky, diky kterym
vznikaji vSechny typy somatickych bun¢k v embryu. Jsou ziskavany z nejprvotnéjsiho stadia
vyvinu, tedy 5 dni starého embrya, respektive embrya vytvoreného v laboratofi, kdy partnefi
vyuzivaji umélého oplodnéni. Po implantaci do d€lohy nevyuzita embrya daruji pro védeckeé
ucely. Maji neomezenou schopnost sebeobnovy a plasticity. Tim je mozné generovat in vitro
neomezeny pocet riznych typt bunék a regenerativni mediciné se tak oteviraji dvete. Nejvetsi
terapeuticky pfislib lidskych ESC (hESC) je Vv oblasti generovani specializovanych bungk,
které poté mohou nahradit jakoukoliv poSkozenou tkan u pacientd, ktefi trpi néjakou

degenerativni chorobou. [32], [33], [36]

Pro progresi ve vyuziti hESC v klinickych aplikacich musi byt vyvinuty i vhodné kultivaéni
podminky geneticky stabilni homogenni populace bun¢k. Zabrani se tak nepfiznivym G¢inktim
po transplantaci. Dale je tieba brat v Uvahu podminky souvisejici s pfezitim bunék a jejich

funk¢ni Ginnosti po Gprave. [36]

3.1.1.1. Odvozeni ESC

Poté, co dojde Kk oplodnéni vajicka a vytvofeni diploidni zygoty, Se Vv prub¢hu brzké
embryogeneze vytvofi rozmanitym délenim mitotickych bunék nova struktura, blastocysta.
Ta se sklada ze dvou vrstev. Vnitini strana Se nazyva embryoblast a vnéjsi vrstva trofoblast.
Vngéjsi bunécnd hmota, trofektoderm, tvoii embryonalni tkan, ze které pozdéji vznikne placenta,

chorion a pupecni $itira. Embryoblast (vnitini buné¢na hmota) se vyvine v embryo. [36], [37]

Dlouhodoba préace s mysimi ESC a pokroky v kultiva¢nich technikach vyvinuty pro kultivaci
linii ESC primat, vedly vibec poprvé kaspésné generaci linii hESC od Thompsona
aspol. (1998) a Reubinoff a spol. (2000). hESC byly odvozeny z lidskych embryi produkované
in vitro pro klinické tcely. Tyto lidské linie si zachovaly pluripotenci a karyotypicky byly

normalni. Pfezivaly na mySich embryonalnich fibroblastech a kritéria pro ESC vcetné
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schopnosti tvofit nadory zarodecnych bungk, které obsahuji rizné rozmanité typy tkani,

byly splnény.[30]

Izolace 7z trofektodermu ve stadiu blastocysty bylo dosazeno mechanickou disekci
nebo iunochirurgickymi zakroky. Imunochirurgické metody vyzaduji pouziti produkti
Zivo¢iSného ptvodu, a to protilatky proti lidskému séru a morceciho komplementu. Pokud
by doslo k expozici produktim Zivo¢isného ptivodu, mohlo by dojit k zabranéni pozd&jsimu
pouziti hESC pro transplantaci kvuli pfenosu patogent. Patogeny by mohly iniciovat vrozené
imunitni mechanismy pacienta a transplantovany $tép by mohl byt télem pacienta odmitnut.
Proto by byla vyhodnd mechanickd, popiipadé¢ enzymaticka izolace, ktera by zabrénila
v kontaktu mezi ICM (embryonalni kmenové buriky, které jsou oddéleny od vnitini masy bunék

V blastocyst¢) a zivo¢isnymi produkty. [36]

Generovani linii hESC zembryoblastu si dosud vzdy vyzddalo usmrceni embrya,
coz je z hlediska etiky a politiky nepfipustné jako bézna praktika. Z tohoto diivodu byl vénovan
Cas pro izolaci bun¢k zrangjsi faze vyvoje embrya bez jeho poniCeni. Pocate¢ni pokusy
ve stadiu 8 bunck nebo moruly vedly z Casti k GispéSnosti, nicméné diferenciace blastomer
na ICM byla vysoce neefektivni. Tento problém se odstranil pouziti kultivaéniho média

s lamininem. Laminin simuluje piirozené niche a umoznil tak tspé$nou generaci hESC. [36]

3.1.2. Dosp¢lé (adultni) kmenové buniky (ASC)

Druhym typem jsou buiiky dospélé neboli adultni (Adult stem cells). Jsou to pluripotentni
bunky, obsazeny ve tkanich a organech a jejich schopnosti je sebeobnova a diferenciovat
se do zralych typt bunék se specializovanou funkci. Primarni funkci ASC v lidském téle
je nahrazovani bunék ve tkani, které odumiraji bud’ v disledku fyziologického opotiebovani
nebo poranéni a udrZzeni homeostazy. ASC se nachdzi v periferni dfeni, kostni dfeni, mozku,
miSe, zubni pulpé, krevnich cévach, kosternich svalech, epitelu ktize a traviciho traktu, jatrech,

rohovce a pankreatu. [38]

Od adultnich bunék jsou odvozené buriky somatické. Mezi charakteristické znaky somatickych
bunék patii schopnost regenerace po celou dobu Zivota a diferenciace. Za béznych podminek

maji standardni funkci, ale pokud dojde ke zranéni nebo jiné ,,poruse®, plni rizné funkce. [39]
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3.1.2.1. ASC v kostni dfeni

V kostni dfeni se nachazi kmenové bunky hematopoetické a mezenchymové. Diferenciuji
se do vSech typu krevnich bunék. Toho se vyuziva hlavné pti darcovstvi kostni dien¢,
kdy se pacientova poSkozena krvetvorna tkan nahradi kostni dieni od darce, ktera je zdrava.

[38]

3.1.2.2. ASC v kosterniho svalu

Bunky, které regeneruji a obnovuji poSkozené svaly se nazyvaji satelitni a nachazi
se na povrchu zralé¢ svalové builky, myofibrily. U dospélych savci podnécuji rist svalt
a proliferaci pti poSkozeni, zranéni nebo cviceni, které jsou definované expresi markeru.
Pii zranéni dochazi ke ztraté dosavadni uspofadanosti, vznikaji mezery, ve kterych je sarkolema
poSkozena a klidové satelitni bunky. Zranéni vede k uvolnéni klidovych satelitnich bunék.
Satelitni butiky nazyvané , transit amplifying pool vstupuji do bunééného cyklu, diferenciuji
se a vznikne tak nové vlakno [38]

Satelitni bunky nalezneme z vné&jSi strany sarkolemy a pod bazdlni laminou vldkna.
Lezi ve zlabku bud’ rovnobézné nebo pticné k ose svaloveho vldkna. Klidové buriky maji velky
pomér objemu jadra burky, kde je velké mnozstvi nuklearniho heterochromatinu k objemu
cytoplazmy. Jadro je malé a v cytoplazmé je nizsi pocet organel (napt. maly pocet ribozomit).
Aktivovana satelitni buitka ma pocet organel vyS$si a mnozstvi heterochromatinu v jadfe je nizsi.

[40]

Reakce kazdého jedince na cviceni je samoziejmé odlisna ale u vétsiny lidi dochazi ke zvyseni
poctu satelitnich bun¢k uz po ctyfech dnech cviceni. Pfi dlouhodobém tréninku hladina roste
a udrzuje se. V opa¢ném piipadé zacne postupem Casu klesat. Bylo prokézano, ze pravidelnym
cvicenim dochazi ke zvySené tvorbé IGF — I|. Jeho dvé€ izoformy maji dohromady vliv

na regeneracni kapacitu starnouciho svalu a navozuje proliferaci. [40]

3.1.2.3.  ASC Centralniho nervového systému

Kmenové buiky jsou v tomto piipadé ukryty v hipokampu a v zéné gyrus dentatus v blizkosti
krevnich cév. Dospélé neurony sice nemaji schopnost se délit, nicméné v mozku dospélého
¢lovéka byly nalezeny kmenové buriky, které by zdrojem nervovych bunék v mozku mohly byt.

Tato skutecnost je optimistickou vyhlidkou do budoucna pii 1é¢bé fady onemocnéni mozku,
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nicméné je tieba brat v Givahu, Ze propojeni ve vzniklych neuronech nebudou tak dokonala jako

kdyz vzniknou nitrodélozné. [41]
3.1.3. Indukované pluripotentni bunky

Tteti typ bun¢k, indukované pluripotentni kmenové bunky, jsou nejnovéjsim objevem. Do roku
2006 se predpokladalo, ze jedinym zdrojem pluripotentnich bun€k jsou ESC. Dr. Shinya
Yamanaka vSak dokazal, ze se mylime. Objevil zplsob, jak pifeprogramovat dospélou
specializovanou buiku, a to umélym pifidanim 4 gend. Bunky poté byly schopné vytvofit
jakoukoliv jinou buniku. Experiment probihal s pouzitim mySich bunék, nicméné védci jsou
schopni toto provest i s lidskymi. Rozdil je pouze v poctu pouziti pfidanych gend. Duivod, pro¢
Jjsou védci z tohoto objevu tak nadSeni je ten, Ze odbér ESC je zastinén etickou problematikou,
zatimco toto nikoliv. Tento postup vSak s sebou nyni nese vazna omezeni, protoze tato iprava

bunék (jejich ,,pfeprogramovani*) mize vést ke vzniku nadoru. [33], [42]

V budoucnu by ale mohly mit velky vyznam pfi autolognich transplantacich, kdy je darcem
sdm pacient. Pfipadnou 1é¢bu by nekomplikovaly neZzadouci reakce imunitniho systému

(odmitnuti darovaného materialu). [43]

Obrdzek & 16 - Kolonie indukovanych pluripotentnich kmenovych bunéek [44]

3.2. Rozdéleni dle diferenciacniho potencialu

Rozdéleni kmenovych bun¢k dle diferenciaéniho potenciali se urCuje na zaklad¢ plasticity.
Plasticita udava, jak je schopna se pfeménit na bufiku specializovanou, dale jak velky rozsah

premény je tzn. jestli se pfeméni jen na urcitou tkan anebo na vice tkani. [45]
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3.2.1. Totipotentni kmenové bunky

Totipotentni bufiky maji schopnost vytvofit jakykoliv typ bungk, které se v organismu ¢lovéka

vyskytuji. Maji tzv. totalni potenciél tzn. ze se diferencuji do jakékoliv buniky.

Vznikaji splynutim vajicka se spermii a vznika oplodnéné vajicko. Jsou schopné vytvofit
noveho jedince, embryoblast i trofoblast, z ktereho pak vznika placenta a plodové obaly. Kazda

totipotentni bunika ma vlastni kompletni genetickou vybavu celého organismu.

Z jedné totipotentni bunky, zygoty, vznika Gplné novy organismus. V embryu jsou pfitomny
do stadia moruly. [35]

3.2.2. Pluripotentni kmenové bunky

Pluripotentni kmenové buiiky jsou rané buriky ve stadiu blastocysty (embryonalni kmenové
buiiky) a schopné Siroké diferenciace bunék vSech zarodecnych listti, ale ne spontanné do vSech
tkani nebo do totipotentni buriky. Nalezneme je ve tkanich novorozence (placenta, pupeénikova

krev) ale hlavné v embryich. V dospélych tkanich je jich velmi malo. [35]

Obrazek & 17 - Kolonie lidskych embryondlnich kmenovych bunek [46]

3.2.3. Multipotentni kmenové bunky

Multipotentni kmenova bunika mé na rozdil od pluripotentni omezenou schopnost pfemeny
na specializované buniky. Dokaze vytvafet jen nékteré buiky a tkdné v téle. Mulze
se diferenciovat v rdmci jednoho orginu nebo tkané, ve kterém je (= tkanové specifické
kmenové burniky).
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V roce 2011 védci objevili jako silny zdroj MSC menstruacni krev. VéEtSina MSC z menstruacni
krve ma schopnost se diferenciovat na svalové buinky. Nedavno se dokonce zjistilo,
ze je lze pouzit i k ,,opravé* mozku. In vitro se totiz mohou diferenciovat na neurony. Tato

informace vzbuzuje nadéji terapie mozkové mrtvice. [47]
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4. Transplantace kmenovych bunék z pupecnikové krve

Transplantace je obecné ptenos organu, tkan€ nebo bunék z jednoho téla do druhého, popiipadé
z ur¢itého mista téla na jiné. Cilem transplantace je obnoveni nebo nahrazeni nefunkéniho

organu nebo tkané.

Transplantace muzeme rozdélit na autologni, syngenni nebo alogenni. Pii autologni
transplantaci se odebrany biologicky material vpravuje do téla samotného darce. Pti syngenni
transplantaci je ptijemcem jednovaje¢né dvojce a u alogenni transplantace muize byt piijemcem

kdokoliv, kdo se shoduje s HLA systémem a dalSimi faktory.

Rozdéleni transplantaci dle darce a prijemce

Autologni Syngenni Alogenni
" . D3 j
Transplantuji se Mezi soj:gjg;éi
pacientovy vlastni jednovaje¢nymi Hbuzna osoBa
buiky, tkaf dvojcaty P

nebo cizi osoba

Obrdzek & 18 - Rozdéleni transplantaci dle ddrce a prijemce

Pii alogennich transplantacich se nejprve hleda darce mezi sourozenci, u kterych je 25% $ance,

ze darce a ptijemce budou kompatibilni a maji i lepsi prognézu.

Autologni transplantace nelze vyuzit u chorob, které ma pacient dédi¢né, respektive
jiz zakodované ve svych bunkach. Jimi lze 1é¢it pouze tehdy, kdyz pacient onemocnéni ziska
az po narozeni a neni tudiz nemoc v kmenovych bunikach. Alogenni transplantace

ma v nékterych ptipadech vétsi potencial.
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4.1. Historie transplantace pupecnikové krve

Prvni krevni banka, ve které se uchovavala pupeénikova krev, byla vybudovana na univerzité
v Indiang. V roce 2013 ubghlo 25 let od prvni transplantace pupecnikové krve. Tehdy doktorka
Gluckman transplantovala kmenové bunky chlapeckovi, ktery trpél Fanconiho anémii. Darcem
byla tehdy jeho mladsi sestfi¢ka. V roce 2005 bylo po celém svéte provedeno vice jak 6000

transplantaci bun¢k z pupecnikové krve. [48]
4.2. Obecné vyuziti kmenovych bunék z pupec¢nikové krve

Kmenové bunky z pupecnikové krve nejsou V soucasnosti vazany pouze v Oblasti 1éCby
onemocnéni krve. Po celém svéte probiha pies 750 klinickych studii, jejichz cilem je zjistit
jejich 1écebné a regeneracni schopnosti v ramci riznych onemocnénich. Pravdépodobnost
pouziti vlastnich kmenovych bunék je nyni 1:400 a po dvacaté roku zivota 1:5000. Krom¢
vyuziti samotné pupecnikové krve se také diskutuje o vyuziti tkané pupeéniku. [35]
Mezi onemocnéni, pii jejichz 1é¢be Ize néjakym zplisobem vyuzit kmenové buiiky, zatazujeme
témé&f 100 chorob, naptiklad Alzheimerova choroba, autismus, Crohnova choroba, diabetes I.
typu, infarkt myokardu, opravy michy, mozkova obrna, HIV atd. [49]

/ /4 \\ A

so—-— |

——@0A

Obrdzek & 19 - Popis, kde mohu byt kmenovy buniky vyuzity: 1) Maligni onemocnéni krve (A — Leukémie, B — Lymfomy, C —
Myelomy); 2) Nemaligni ziskané poruchy krve; 3) Nemaligni poruchy krve vrozené; 4) Poruchy imunity ziskané; 5) Poruchy
imunity vrozené; 6) Onkologickd onemocnéni, zhoubné solidni ndadory (A — Ewingiiv sarkom, B — Neuroblastom, C —
Rabdomyosarkom, D — Thymom, E — Wilmsiiv tumor); 7) Metabolické poruchy, 8) Nemoc z ozdient [35]
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4.2.1. Lécba HIV

Vylécit pacienta nakazeného HIV virem bylo letos poprvé Gspésné u zeny (ptedchozi dva byli
muzi). Zen& byla v roce 2013 diagnostikovana akutni virus HIV a v roce 2017 vysoce rizikova
akutni myeloidni leukémie (AML). Byly ji transplantovany buinky z pupeénikové krve
od blizkého darce s HIV protektivni mutaci CCR5 — delta 32/32. Tato mutace blokuje prunik
viru HIV.

Do 100. dne po uspésné transplantaci se zdravotni stav vyrazné zlepsil. Nyni je pacientka
bez detekovatelnych diikazil infekce HIV a klinicky je v pofadku. Zena v roce 2020 ukondéila
antiretrovirovou lécbu a od t¢ doby zadnou znamku navratu smrticiho viru nenese. Pokud
se nemoc nevrati a tento zpusob 1é¢by se ukaze byt u¢inny, jednalo by se 0 z&sadni prilom

v mediciné. [50]

4.2.2. Mrtvice

V Ceské republice je soutasné kazdy Sesty Elovék postihnut mrtvici. Védci v Duke University
v Severni Karoliné¢ testuji ucinky pupecnikové krve na 1000 osobach, které utrpély
ischemickou mrtvici mezi 18 a 90 lety. Pacienti se zlepsili v motorickych funkcich i schopnosti
mluvit. [51]

4.3. Odbér pupecnikové krve

Odbér pupecnikové krve lze provést u vSech typt porodt a odebira se z prestiizené pupeéni
snary. Pokud je odbér proveden do jedné minuty po porodu, neni vzorek nijak poskozen. Pokud
je odbér po delsi dobé, ziskdme nizs$i objem a nizsi bunkovitost pupecnikové krve. Odbér

je bezpecny a bezbolestny a provadi se ve chvili, kdy je dité€ jiz u matky. [35]

Odbér pupeénikové krve je mozny v cca 55 nemocnicich, nicméné na strankach nemocnic

0 moznosti odbéru neni ani zminka. [35]

4.4. Uchovavéani pupeé¢nikové krve

Vzorek se uchovava vyhradné pro dit¢ samotné, poptipad¢ pro sourozence. Lze jej ale i darovat.

Uchovéava se v kapalném dusiku pii teploté cca -196°C. [49]

Cena odbéru se pohybuje cca 11 900 K¢ (odbér tkdné pupecniku), 20 900 K¢ (pupecnikova
krev) a 31900 K¢ (tkan pupe¢niku + pupeénikova krev). V tomto vSak neni zapocitané

uchovavani, které se na 30 let Uschovy vysplha od 51 000 K¢ do 105 000 K¢&. Tyto konkrétni
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ceny se tykaji Narodniho centra pupecnikové krve. LiSi se vSak od jinych firem,

které se odbérem zabyvaji. [49]
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5. Soucasna lécba Beckerovy svalové dystrofie

Beckerova i Duchennova svalova dystrofie je nevylécitelna. Lze vSak riznymi léky

a zdravotnimi potfebami vyvoj stabilizovat, poptipad¢ zpomalit.

5.1. Kortikosteroidy

Kortikosteroidy se povazuji za zlaty standard, ktery dokaze zpomalit progresi DMD i BMD.
ucinky, a 1 kdyz nemaji vliv na regeneraci vlaken, zvysuji silu kosterniho svalstva. Po dob¢
delsi nez dva roky, byly pozorovany vyznamné ptiznivé G¢inky na srde¢ni funkci a chuzi.
Skolidza a respiracni dysfunkce méla opozdény nastup. Vykazuji nezadouci ucinky, které
ovSem nejsou povazovany lékafi za Klinicky vazné. Patii mezi né pfiristek hmotnosti,

gastrointestinalni symptomy, metabolické poruchy nebo osteoporéza. [52]

5.2. Spinraza

V kvétnu roku 2017 byla v Evropé registrovana prvni specifickd 1écba pro pacienty trpici
spinalni svalovou atrofii, Spinraza. (nusinersenum natricum coz je antisense oligonukleotid,
ktery zvySuje podil zafazeni exonu 7 v transkriptech mRNA pro SMN2 (survival motor neuron
2) vazbou na intronic splice silencing site (ISS-N1) nachézejici se v intronu 7 pre-mRNA
pro SMN2. Vazbou AON (antisense oligonukleotid) vytésni sestfihové faktory, jejichz
normalni vlastnosti je sestfih potlait. Vytésnénim faktort dojde k retenci exonu 7 v SMN2
mRNA. Proto kdyz je SMN2 mRNA produkovéna, je translatovana do funkéniho proteinu
SMN celkové (pIné) délky. [53] Jinak fe¢eno pacienti trpici dystrofii postradaji protein
»preziti motorickych neuron neboli SMN, jenz je nezbytny pro pieziti a normalni fungovani
motorickych neuronti (nervové buiikky z michy fidici pohyby svalil). SMN protein je tvofen
SMN1 a SMN2. Pacienti trpici spinalni svalovou atrofii gen SMN1 postradaji. Gen SMN2 maji,
ale tento gen vétSinou produkuje protein SMN kratky a nefunguje tak dobie, jako protein plné
délky. Spinraza umoziuje genu SMN2 produkovat protein pIné delky a zajistit normalni

fungovani. Tim se nahradi chybé&jici bilkovina a zmirni se tak pfiznaky onemocnéni. [54], [55]

Spinraza se aplikuje jako injekéni roztok, skladuje se v injekénich lahvickach o objemu 5 ml,
ktery obsahuje nusinersen sodny. Mezi nej¢astéjsi nezadouci ucinky patii bolest hlavy, zvraceni
a bolest zad. [55]
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Tuto 1é¢bu poskytuje 1 Fakultni nemocnice Brno. Cena této 1écby je ale vysoce nékladn4, jedna
davka se pohybuje okolo dvou miliond korun. Tento 1€k proplaci pojistovna za velmi ptisnych
podminek, které musi pacient spliiovat. Nevyhodou tohoto léku je, ze se musi aplikovat
intrahekaln¢, tzn. do mozkomisniho moku. V pozdgsi fazi nemoci dochazi
ke skoliotickému poskozeni patefe a aplikace je velmi naro¢na. Je poté potieba ji provadét pod
CT navigaci. Rozhodnuti, zda pacient lécbu podstoupi nebo nikoliv zavisi na odborném
zhodnoceni oc¢ekavanych piinost 1é¢by pro jednotlivého pacienta. U pacientd, ktefi trpi
hlubokou hypotonii a respira¢nim selhanim pfi narozeni nemusi dojit k vyznamnému pfinosu

z divodu tézkému deficitu proteinu motorickych neuront pro preziti SMN. [54], [53]

U déti se béhem prvniho roku podava Sestkrat, poté se davkovaci schéma upravuje a lék

se podava jednou za ¢tyfi mésice. [54]

Kromé 1é¢by Spinrazou je v procesu dal§ich 6 vyzkumnych programu, které se zabyvaji

vyvojem ¢k, které by mohly byt davkovany peroralné. [54]

5.3. Buné¢na terapie

Terapie bunkami byla u pacienta s DMD provedena pomoci lokalni intramuskularni injekci
myoblastil, které pochazely od zdravych darci, nebyly tspésné. Hlavnim diivodem neuspéchu
byla nizka schopnost pfeziti, migrace a odmitnuti transplantovanych bunék imunitnim

systémem.

Byly v§ak testovany jako alternativni metoda pro kmenové buriky (popsano detailnéji v kapitole
6). [52]

5.4. Genova terapie

Potencionalni lé¢bou pro pacienty s DMD je dodéani terapeutického genu do kosternich svali
a myokardu s cilem obnovit dystrofinovy protein. Dystrofin je vSak zakdédovan piilis velkym
genem a ,,nevesel“ se do rekombinantniho adeno-asociovaného viru (rAAV, vektor, ktery byl
vybran pro dodani genu). Byla ovSem vyvinuta jind verze zmenSeného dystrofinu, ktery
u pacientll s BMD zlepSuje stav pacienta k mirn€j$im projevim. Sérotypy rAAV byly rizné
testovany, aby se zlepSila jejich nosna kapacita a sniZily se imunitni reakce. Jako slibné
se ukazaly sérotypy rAAV2/AAVSE, rAAVE, rAAV9 pro podani mini a mikro dystrofind
nicméné vici témto vektortiim byly stale velmi ¢asté imunitni reakce. Tuto problematiku vytesil

vektor rAAV2/8, jenz byl testovan na mysich. [52]
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5.5. Utrofinova modulace

Nahrada dystrofinu za utrofin byl jeden z prvnich ptistupi 1é¢by. [52] Utrofin je strukturnimi
a funk¢nimi vlastnostmi paralog dystrofinu. Je lokalizovan v sarkolemé in utero (v déloze)
a dystrofin ho postupné nahrazuje. V dospélém ve€ku je lokalizovan v myotendindznim
a neuromuskularnim spojeni. U pacienti s DMD a BMD je ptirozené hladina utrofinu zvy$ena
v oblastech vlaken prochazejicich opravou v dusledku nepfitomnosti nebo nizké hladiny
dystrofinu. Hladina utrofinu se dle studiich na mySich mtze zvysit trojnasobné az ¢tyfnasobné.
1 kdyz je utrofin velmi podobny dystrofinu, utrofin vykazuje rizné zptisoby interakce s aktinem
a mikrotubuly. Nemusi vsak zabranit naruseni mtizky mikrotubuli. I pfesto zvySena hladina

utrofinu oddaluje nutnost pouzivani invalidniho voziku.

Vyznamna vyhoda modulace a exprese utrofinu ve svalech a srdci je, ze Ize pouZit pro vSechny

pacienty s DMD a nezavisi na typu dystrofinové mutace. [56]

5.6. Antisense oligonukleotidy a pireskoceni exonu

Antisense oligonukleotidy (AON) délku cca 30 nukleotidi. Cili na specifické pre — mRNA
sekvence, pieskakuji specificky exon, ktery lemuje oblast mutace. Vytvoii se tak zkraceny
transkript, ktery preklada funkéni dystrofinovy protein.

I kdyZ byly studie velmi slibné, dosud nebylo dosazeno dostatecného klinického piinosu.
Dusledky nejsou pfesné znamy, ale jsou odhadnuty z davodu Spatného vychytavani tkani
a nizke zachrany exprese dystrofinu. Postup terapie je tak zavisly na modifikacich v chemii,
aby bylo dodani do cilovych tkani u¢innéjsi a nebyl vylu¢ovan ledvinami nebo jatry. Nahé
AONYy nemaji schopnost proniknout do srdce nebo ptes hematoencefalickou bariéru. Kli¢ovou
vyzvou je do budoucna objev novych molekul, které by byly G¢inné i na srde¢ni sval a centralni

nervovy systém. [52]

Nicméné v soucasné dobé je vyuzivan AON Spinraza (viz kapitola 5.2.)
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6. Vyuziti bunék pri 1é¢bé Beckerovy svalové dystrofie

Transplantace kmenovych bun¢k muze dle studii zvysit regeneraéni schopnost degenerujicich
svalovych bunék jak u Beckerovy tak i Duchenovy svalové dystrofie. Jejich a¢innost byla
zkoumana na nékolika zvifatech v mnoha studiich. Kmenové buriky lze ziskat z mnoha zdrojt

(napriklad pravé pupe¢nikova krev) a maji i myogenni potencial. [57]

Zatimco bunééna terapie je dodani bunék novych nebo opravenych, genova terapie je obvykle
dodani genu (vétsinou se dodava jako plazmidova DNA), kterym zavadime normalni kopii
genu do svalovych vlaken. Vzhledem k ¢ast¢ému odmitnuti bun¢k od cizich darct jsou

nejvhodnéjsi autologni bunky. [58]

6.1. Vyuziti satelitnich bunék

Tkan svalstva ma vysokou kapacitu pro samoopravu akutniho posSkozeni za coz jsou
zodpovédné satelitni buiiky (MuSC). Exprimuji transkripéni faktor PAX7 a pro opravu svala
jsou nezbytné. Transplantované MuSC si také kromé regenerace udrzuji schopnost osidlit
kmenové bunky. Nicméné v soucasné dobé je zde nekolik piekazek ve vyuziti MuSC

a to naptiklad omezena in vivo migrace po uskute¢néné transplantaci. [58]

6.2. Vyuziti myoblasti

Studie a pokusy na mySich prokazaly, Ze vyuziti myoblastd ziskanych in vitro expanzi MuSC
mohou lokalné napravit geneticky defekt po intramuskularni injekci. Po tomto objevu védci
vynalozili usili, aby u¢innost transplantace zvysili. Pieziti prekurzorovych bunék, rozsah
distribuce proteint, které produkuji transplantované myoblasty a vliv prostiedi hostitele a jeho
imunitni odpovéd’ byly zkoumany na riiznych zvitfatech, a to vcetné téch, které velikosti
a fyziologii odpovidaji co nejvice fyziologii lidské. Myoblasty jako prekurzorové svalové
bunky piezili. Udaje od jednoho takto 1é¢eného pacienta ukazaly, ze dystrofin byl indukovan

ve vice nez 30 % svalovych vlaknech. [58]

6.3. Vyuziti mezoangioblasti

Mezoangioblasty, které byly puvodné izolované z embryonalni aorty my$iho embrya pfispivaji
k vyvoji svali a povazuji se za vyvojové prekurzory pericytu. Pericyt neboli Routegova burika,

se nachazi v centralnim nervovém systému a jsou soucasti neurovaskularniho svazku. Mohou
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se diferenciovat na svaly, pokud jsou vystaveny podminkam nizkého séra nebo pokud jsou

kultivovany spolecné s myoblasty.

Plasticita pericytl byla také potvrzena schopnosti opustit perivaskuldrni niku a pfijmout osud
tkdn¢ prijemce. Tyto dikazy jsou tedy povazovany za moznost terapeutického pouziti

pro pacienty s DMD. Intravaskularni injekce prokézaly schopnost kolonizovat sval. [59]

Mezoangioblasty (MAB) jsou vyznamné z hlediska jejich schopnosti diferenciovat
se do mezodermalnich linii, a to v¢etné kosterniho svalstva, se stal velmi atraktivnim pro
bunéénou terapii, kterou by bylo mozné v této oblasti vyuzit diky propojeni linii s krevnimi
cévami a své schopnosti krev odvadét. Stény cév z ob&hu do intersticialni svalové tkané
se nabizi na systémové podani. MAB maji parakrinni G¢inky a moduluji funkci imunitnich
buné¢k. U péti pacientt s DMD byla transplantace MAB provedena. Progrese onemocnéni byla
u jednoho z pacientt stabilizovana vice nez na dva roky. U druhého pacienta se rozvinula

fibrilace sini, coz zdtraziuje nutnost ptisné kontroly kardiovaskularniho systému. [58]

Oproti myoblastim vykazuji meziangioblasty neo¢ekavanou ucinnost, pokud jde o mnozstvi
produkovaného dystrofinu (40 % u MAB vs. 15 % u myoblastu) a délku membranového
proteinu (210 — 240 milimetrd u MAB vs. 40 — 70 milimetrti u myoblastu). [60]

6.4. Utinky intravenézniho podani lidského pupe¢niku

MSC z ikalni sintry (UC — MSC) byly pfedmétem studii u jednoho ditéte a dvou dospélych
muzu s BMD. I kdyZ biopsie neprokazovala zadné zlepSeni na bunécné tirovni, chiize se u ditcte
zlepSila. Dospéli pacienti vykazovaly snizeni hodnot kreatininkinazy a zlepSila se plicni

ventilace, ovSem svalova sila koncetin se po 1é¢b¢ vyznamné nelisila.

Na obrazku lze vidét piehled typd bunck, které lze vyuzit pro bunéfnou terapii svalové

dystrofie. [58]
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6.5. Kazuistika

Pro ptiklad je uveden pfipad dvacetilettho muze, ktery trpél Beckerovou formou svalové
dystrofie. Muz podstoupil autologni transplantaci mononuklearnich bungk, které byly odebrané
z kostni diené¢ (BMMNC). Ve véku deviti let byly zpozorovany prvni klinické obtize,
a to slabost dolnich koncetin a pady pfi chiizi. Ve ¢trnécti letech se piipojily obtize pti chiizi do
schodt a dalsi piiznaky progresovaly pomérné rychle. Diagndza se potvrdila na zakladé vysoké
hladiny kreatinfosfokinazy (CPK) v séru. StéZoval si na velké potize pii vstavani ze zidle nebo
z podlahy a na nerovnovahu pfi chizi. Pacient dochazel na fyzioterapie, uzival rizné dopliky

stravy, ale nebyla zaznamenana zadna pozitivni odpovéd’ na zahajenou terapii.

Na magnetické rezonanci byla prokdzana difuzni svalova atrofie a nahrada svalové tkané
za tukovou tkan. Elektromyografie prokazala kratké trvani akéniho potencialu s nizkou
amplitudou. [57]
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Pro intramuskularni transplantaci BMMNC byly vybrany svaly dle mMRC (Modifikovana
Skala dusnosti Medical Research Council) S niz§i hodnotou nez 3 ($kéla od 0 do 4, kdy 4
znamena dusnost i pifi oblékani) a to napiiklad biceps, kvadriceps, biisni svaly atd. [61]
Nasledn¢ byla provedena autologni transplantace BMMNCs. Kostni dfen byla aspirovana
z pravé kycle. Buiiky byly separovany metodou hustotniho gradientu, odebrané zivotaschopné
bunky byly zkontrolovany na CD34+ markery metodou fluorescenéné aktivovaného tfidéni
bunék byly MNC nafedény a injikovany intramuskularné do motorickych bodu.
Aby se predeslo zanétlivé reakci, byl ihned podan methylprednisolon v laktdtovém roztoku.
Po bunééné terapii nadsledovala neurorehablitiace, fyzioterapie (na udrzeni sily ochablych
svall), ergoterapie (rehabilitace rukou), psychologické poradenstvi a dietni poradenstvi. Dieta

byla nutna z hlediska vysokého obsahu bilkovin a vlakniny.

Pacient byl nasledné sledovan po nésledujicich devét mésici. Po tfech mésicich doslo
ke zlepSeni hrubé motoriky, sniZeni tuhosti lytkovych svalt, bylo pozorovano razantni zlepseni
drzeni téla ve stoje i v sedu. Cviceni bylo mozné provadét s lehkosti a dle hodnot métené Skalou

MMRC — MMT byla progrese onemocnéni pozastavena. [57]
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7. Zavér

Cilem této prace bylo popsat Beckerovu muskulérni dystrofii, diagnostiku a 1é¢bu s diirazem
na vyuziti kmenovych bunék. Beckerova muskularni dystrofie je choroba s X vazanou
dédicnosti, trpi ji hlavné chlapci a je to benignéjsi forma Duchennovy muskularni dystrofie.
Rozdil mezi t€émito chorobami je v mnozstvi a funkénosti dystrofinu. Projevuje se slabnutim

kosternich svalti a myokardu.

Diky neustalému rozvoji diagnostickych metod se za posledni roky vyrazné zvySuje dostupnost
a presnost diagnostiky, ktera je nezbytnou podminkou pro urceni piesné formy muskularni
dystrofie. I kdyz analyzy proteinli maji stidle svlij vyznam, analytické metody zalozené
na analyze DNA, mohou poskytnout komplexnéjsi pohled na ptvod nemoci (odhalit,
kde je chyba v DNA). Coz by hlavn¢ do budoucna, pfi vyuziti genové terapie bylo jisté
vyhodné. V soucasné dobé je asi nejpouzivanéjsi metodou NGS, diky které Ize sekvenovat cely
lidsky genom velmi rychle a dale metoda MLPA, ktera je G¢inna i pii detekci mutaci
u prenaSecCek. Také se stale vyuziva svalova biopsie, ktera slouzi jako prvni prikaz toho, ze by

se mohlo o dystrofii jednat. Biopsie mtize odhalit i svalové infekce.

Terapeutické moznosti jsou v soucasné dobé soustiedéné na metody tzv. advanced therapy,
povétSinou genovou nebo bunécnou terapii. I kdyz tyto metody ptitahuji hodné pozornosti,
V soucasné dob€ nejsou piili§ dostupné. Jednou z nejdostupnéjSich metod je autologni

transplantace pupecnikové krve.

Pokud bych uvazovala nad uchovavanim pupecnikové krve pouze z divodu 1éCby svalové
dystrofie, nejvétsim faktorem pii rozhodovani by bylo pohlavi ditéte. V soucasné dob¢é podani
pupecnikové krve nema tak dobré vysledky, i kdyz je pupecnikova krev na MSC bohata.
Dle vysledkt (viz kapitola 6.4.) doslo ke zlepseni plicni ventilace a u ditéte se zlepsila chiize.
VEtsi posun v 1é¢ebnych metodach sice je pii pouziti utrofinové modulace nebo Iéku Spinraza
ale je tieba uvazovat, Ze cena naptiklad tohoto 1éku je velmi vysoka a na hrazeni pojistovnou
bych nespoléhala. Vzhledem k tomu, Ze uchovavani pupe¢nikové krve lze vyuzit i u jinych
chorob, ,,vyplati“ se dle mého nazoru spise pocitat s touto variantou a v ptipad¢, ze by bunky
Z pupecnikové krve nemély vyuziti ani do budoucna pro BMD nebo DMD, lze ji stale pouzit

u sourozence nebo ji darovat a pomoci nékomu jinému Vv piipad¢ jiné choroby.

Odbér pupecnikové krve byl poprvé proveden v roce 1988, kdy byly transplantovany kmenové

bunky chlapci, ktery trpél Fanconiho anémii. Dnes je odbér mozny cca v 55 nemocnicich. Zda
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se mi ale alarmujici, Ze rodice ditéte nejsou béZzné od lékati informovani o této moznosti a na
strank&ch nemocnic neni o odbéru ani zminka. Ceny se pohybuji od 11 900 K¢ do 31 900 K¢ a

uchovani na 30 let doptedu 105 000 K¢&. Skladuje se v kapalném dusiku pfi teploté -196°C.

I kdyz efektivita bunécné terapie neni v soucasné dobé stoprocentni vzhledem k tomu,
ze ziskané vzorky pacientl nejsou vzdy adekvatni, z pfectenych kazuistik bych vidéla v tomto
ohledu do budoucna velky potencial. I pfesto, ze soucasné neni mozné svalovou dystrofii jak
uz Beckerovu formu, tak uz Duchennovu formu zcela vylécit, 1ze pacientim zmirnit progresi
onemocnéni a jeho pfiznaky i 0 n¢kolik let. Obzvlast u Duchennovy formy ziskat par let zivota

navic a celkem i v kvalitni formé stoji za to, obzvlast’ u ditéte.

Zéavérem lze tici, ze a¢ BMD 1 DMD jsou obé nevylécitelné nemoci, v soucasné¢ dobé
diagnostika (predevsim NGS) velmi pokrocila a objevilo se n¢kolik slibnych metod 1écby
(Spinraza), které prodluzuji plnohodnotny Zivot pacienta. Nicméné jedna se o 1é€bu financné
velmi naro¢nou, ale slibujici do budoucna dal$i mozny rozvoj a s nastupem konkurence

zlevnéni a zptistupnéni 1€cby.
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