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Anotace

Tato bakaldiska prace se zabyva vyuzitim kmenovych bunék z pupecnikové krve. Je
systematicky rozdélena do 4 hlavnich kapitol. Prvni ¢ast pojednava o kmenovych bunkach,
jejich diferenciacnim potencialu a pupecnikové krvi jako zdroji kmenovych bunék. Druha
kapitola popisuje kmenové bunky nachazejici se v pupecnikové krvi. Treti ¢ast se zabyva
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék z pupecnikové krve, a v posledni casti, je

pojednano o 1écbé a regeneraci tkani kmenovymi bunkami z pupecnikové krve.
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pupecénikové krve, diabetes mellitus 1. typu, détska mozkova obrna

Title

The use of stem cells from umbilical cord blood

Annotation

The following bachelor thesis is concerned with the availing of umbilical cord blood stem cells.
The thesis is systematically divided into four chapters. The first chapter is focusing on the cells
and their differentiation potential, umbilical cord blood as a source of stem cells. The second
chapter describes stem cells found in umbilical cord blood. The third chapter is concerned with
transplantation of hematopoietic umbilical cord blood stem cells. The fourth and the most
important chapter of this thesis deals with the treatment and regeneration of tissues with

umbilical cord blood stem cells.
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Uvod

Tato prace pojednava o terapeutickém vyuziti kmenovych bunc€k z pupecnikové krve.
Pupecnikova krev neni jedinym zdrojem kmenovych bunék, patii mezi n¢ také kostni dien,
periferni krev, embryo, tukova tkan a nové studovana tkan pupecniku. Kmenové buiky jsou
sttedem pozornosti na celém svété, hlavné diky jejich funkci sebeobnovy a diferenciace
v Sirokou $kalu bun¢k. U nékterych zdrojii ovSem narazime na etické problémy. Nejéastéji je
tomu u embryonalnich kmenovych bunék, kdy je diskutovana otazka, zda je embryo jeste tkan
nebo jiz lidské individuum. Diky bezpecnosti a etické bezproblémovosti se z kmenovych
bunék pupecnikové krve stal jeden z velmi vyuzivanych zdroji pro bunéénou terapii. Cilem
této prace je predstaveni moznosti 1é€by nemoci a regeneraci poSkozenych tkani kmenovymi

bunikami z pupecnikové krve.
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1. Kmenové bunky

Kmenové bunky jsou nediferencované buiky schopné produkovat diferencujici se bunky
a soucasné se samy obnovovat. Z kmenovych buné¢k tedy vznikaji zaklady jednotlivych tkani.
V dospélosti udrzuji tkanovou homeostazu a zajist'uji regeneraci poskozené tkan¢. Kmenové
bunky tyto funkce plni ve vSech fazich vyvoje jedince. B€hem vyvoje vznika celd hierarchie
kmenovych bunék odliSujicich se svym diferenciacnim potencialem. Miru diferenciacniho
potencidlu kmenovych bunék a tim i jejich rozdéleni do ¢tyt zakladnich typii urcuje jejich

plasticita® [1].

Kmenové buniky se vétSinou déli asymetricky, tzn. mitézou vznika jedna buiika Se stejnymi
vlastnostmi jako matefska bunika a druha je vice diferencovana s moznosti vytvaieni
specializovanych struktur. Avsak neni vylouceno, Ze v zavislosti na potiebé organismu se
mohou kmenové buiiky délit také symetricky, kdy mitotickym délenim vznikaji bud’ 2 kmenové
buriky stejného typu jako buitka matetska nebo 2 buiiky vice diferencované. Asymetricky se

mohou délit v§echny typy kmenovych bunék [2].

1.1. Déleni kmenovych bunék

Kmenové buniky délime dle mnoha kritérii. Jedno z hlavnich rozdéluje kmenové bunky na
embryonalni kmenové bunky (ESC), které jsou ziskavany z vyvojovych stadii oplodnéného
vajicka do doby, neZ se uhnizdi v déloze, a adultni kmenové butiky. Dospélé kmenové bunky
maji diferenciacni potencidl mensi nez ESC, nejsou schopny vytvofit cely organismus, jsou ale
schopné diferenciace do bun¢k organti a tkani organismu. Nalézame je tedy v riznych mistech

organismu béhem celého Zivota.

Dale muzeme dé€lit kmenové buriky dle existence na primarni (in vivo) a sekundarni (in vitro),
nebo dle diferenciacniho potencialu, na totipotentni, pluripotentni, multipotentni a unipotentni

(progenitorové), (Obrazek 1) [3].

! Plasticita kmenovych bunék udava, do jaké miry je kmenova buiika schopna se preménit na specializovanou

bunku, definuje rozsah pfemény, coz znamena, jestli je kmenova buiika schopna pfeménit se na specializovanou

buniku jen urcité tkané, nebo vice tkani.
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Obrazek 1 - Diferenciace kmenovych bunék [6].

1.1.1. Totipotentni kmenové buiky

Tyto kmenové bunky maji tzv. totalni potencial, schopnost diferenciace do jakékoli burnky
v téle, véetné bunck podilejicich se na vytvareni vSech extraembryonalnich tkani jako jsou
placenta, pupecnik, zloutkovy vacek apod. To znamena, ze z jediné totipotentni buiiky (zygoty)
muze vzniknout novy organismus. Totipotentni kmenové bunky jsou pfitomny v nové

vytvofeném embryu do stadia moruly [3, 4].
1.1.2. Pluripotentni kmenové bunky

Tyto burky jiz nejsou schopny diferenciace na bunky celého organismu, avsak jsou schopny
Siroké diferenciace, do bunék vsech tii zarode¢nych listii (endoderm, mezoderm a ektoderm),
nejsou schopné spontanni diferenciace do nékterych jinych tkani (napf. placenta) a do
totipotentni kmenové bunky. Jsou lokalizovany pfedevsim v embryich, v malém mnozstvi i ve

tkanich novorozence (pupecnikova krev, placenta a amniova membrana) a dospélych tkéanich
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(méné nez 1 %). Mesenchymalni kmenové buiiky (MSC) maji pluripotentni potencial a jsou

sttedem zajmu regenerativni mediciny [1, 3].

1.1.3. Multipotentni kmenové bunky

Diferenciace je limitovana na urcitou tkan (podle umisténi a druhu kmenovych bunék).
Multipotentni kmenové buniky se nachdzeji v orgdnech a tkdnich dospélého organismu a jejich
primarni funkci je obnova (regenerace) bunék tkan¢, které zanikly ptirozené nebo v dasledku

onemocnéni [3].

1.1.4. Unipotentni (progenitorove, prekurzorové) kmenove bunky

Tyto kmenové buiiky jsou schopny produkovat jen jediny typ bunck, ale maji schopnost plné

se obnovit. Tyto bunky tvofi stidium mezi kmenovymi a zralymi buiikami [5].

1.2. Zdroje kmenovych bunék

RozliSujeme 4 zékladni zdroje kmenovych bunék: kostni dien, periferni krev, embryo

a pupec¢nikova krev.

Z kostni dien€ se kmenové buiky nejcastéji ziskavaji punkci, nejcastéji z kosti kycelni.
K vyplaveni kmenovych bunék do periferni krve je nutna stimulace kostni dfené ristovymi
faktory. Pocet takto ziskanych kmenovych bunék je velmi variabilni a zavisi na véku, pohlavi
a celkovém stavu pacienta. Dalsim zdrojem kmenovych buné€k jsou vnitini buniky embrya ve
stadiu moruly ¢i blastocysty, asi 4.—6. den po oplozeni. Vyhodou embryonalnich kmenovych
bun€k je dlouhodoba schopnost proliferace in vitro, kdy po nékolika dnech vznikaji
multicelularni shluky, tzv. embryoidni téliska. VSechny tyto zdroje kmenovych bunék maji
jednu spolecnou nevyhodu a tou je malé mnozstvi kmenovych bunék na rozdil od pupecnikové
krve, které je na kmenové buniky velmi bohata. Dal$im problémem praktického vyuziti je eticky

a pravni problém tykajici se vyuziti embryonalnich bun¢k [7].
1.2.1. Pupecnikova krev

Jako pupecnikovou krev oznacujeme krev novorozence, ktera zlistala po piestiizeni pupecniku

V pupecni siilife a placente.

Je bohatou smésici riznych typti kmenovych bunék, kterych je zde vice nez v jakékoli jiné tkani
organismu. Tyto kmenové buiikky maji obrovskou schopnost diferenciace do zralych
specializovanych bun¢k, které tvoti tkan¢ a organy, a uvoliuji specifické ristové faktory

a cytokiny, které podporuji expanzi a diferenciaci hematopoetickych bunék. Diky této

16



schopnosti jsou pupecnikova krev a kmenové builky obecné vyuzivané pii 1écbé a obnoveé
poskozenych tkani. VSechny kmenové buiiky v pupecnikové krvi jsou adultni, takze jejich

pouzivani pii [éCbe a vyzkumu je eticky bezproblémové.

Nevyhodou je malé mnozstvi krve, které lze z pupecniku tésné€ po porodu odebrat. Naptiklad
pfi lécbé leukemie je zapotiebi transplantovat asi 120 tisic kmenovych bun€k pupecnikové krve
na kilogram télesné vahy, coz je asi 60 ml pupecnikové krve pro 1écbu ditéte ve véku 6 az 9 let.
Vyhodou kmenovych bunék z pupecnikové krve je jejich imunologické nezralost, coz znamena
lepsi schopnost zdolavat imunologické bariéry darce a piijemce, nicméné diky této vlastnosti

je vyssi riziko navratu hematologického onemocnéni [7].
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2. Kmenové bunky pupecnikové krve

V pupecnikové krvi se nachéazeji predevSim krvetvorné kmenové builkky, v menSim
mnozstvi I mesenchymalni kmenové buiky. Dale pak nespecifické somatické kmenové bunky
a embryondlnim buiikdm podobné kmenové bunky, které jsou vSak ve velmi malém poctu, a

proto je jejich vyznam pro pouziti skoro zanedbatelny [7].
2.1. Krvetvorné kmenové buiiky (HSC)

Tyto kmenové buiikky maji multipotentni charakter, a jsou tedy schopné se diferenciovat na

vSechny buiiky krve, erytrocyty, leukocyty a trombocyty (Obrazek 2).

Jsou vyznamné hlavné pii riznych onemocnénich krve, kdy je potiebna obnova hematopoézy.
Hematopoéza mize byt naruSena z nckolika divodl, naptiklad jako dasledek onemocnéni
(leukemie, lymfomy), otravy nebo nehody (ozafeni, chemikalie). AvSak muzeme ji narusit i

zamé&rn¢, napiiklad chemoterapii.

Nejcastéji se HSC pouzivaji pii riznych onkohematologickych onemocnénich. V soucasnosti
existuje vice nez 80 onemocnéni, pii kterych se podavaji HSC. Krom¢ pupecnikové krve se

tyto bunky nachazeji i v kostni dfeni a periferni krvi [3].

Multipotentni hematopoeticka
kmenova buiika

| J
® o

Spole¢ny myeloidni progenitor Spole¢ny lymfoidni progenitor
| 1] | |
I - -
Erytrocyt zimé buiika h '-."
Myeloblast Maly lymfocyt
| L N NK buika
) [ 'l ] l . (Velky granulovany lymfocyt)
v
Megakaryocyt . "} ‘ E @ v T lymfocyt
| Monocyt °
L Bazofil Neutrofil Eozinofil |

p s
Plazmaticka burnka

Trombocyty he .

Makrofag

Obrazek 2 - Diferenciace hematopoetické kmenové buiiky [8].
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2.2. Mesenchymalni kmenové bunky (MSC)

V pupecnikové krvi se mesenchymalni kmenové buiiky nachézeji v mensim poctu nez HSC,
jejich potencial je vSak vétsi. Jsou pluripotentni, se schopnosti sebeobnovy a zaroven se
diferencuji napt. na osteoblasty, chondroblasty, myoblasty, fibroblasty a jiné. MSC jsou

nehematopoetické (primarné netvorici krevni bunky) [3, 5].

Z téchto divodu jsou MSC stiedem z4jmu regenerativni mediciny, kterd se zabyva obnovou
tkani po urazu nebo jiném poskozeni. Kromé pupecnikové krve se tyto buniky nachazeji i v

kostni dieni a tukové tkani [3].

Ve tkéanich se vyskytuji v prostorech zvanych niche?. Pokud dojde k narugeni, nebo zniceni
tohoto mikroprosttedi, MSC ztraci schopnosti kmenovych bun€k a stavaji se z nich bézné

bunky dané tkané [5].

V ramci ziskavani novych védeckych poznatkii aplikovatelnych do praxe a probihajicich
klinickych studii, se 1écba MSC zamétuje na Siroké spektrum onemocnéni, jako naptiklad

détska mozkova obrna, autismus ¢i poranéni patete v disledku urazu [3].

2 Niche je mikroprostiedi tkané tvoiené buiikami i extracelularnimi komponentami (z fr. vyklenek okénko), které
obsahuje kmenovou buitku. Toto mikroprostfedi ovliviiuje a reguluje chovani kmenové buiiky [1].
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3. Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék
Z pupecnikové krve

Transplantace je pfemisténi organu nebo jeho ¢asti (tkané, bun¢k) z jednoho organismu (donor)
do organismu druhého (akceptor). Cilem transplantace je nahrazeni nebo obnoveni nefunk¢éniho

organu. Pti poruchach krvetvorby mluvime o transplantaci kmenovych bunék [9].

Navrh pouziti pupecnikové krve jako zdroj kmenovych bun¢k pro transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék byla poprvé navrzena Edwardem Boysem v roce 1983.
Naslednymi experimenty bylo zjisténo, Ze krev novorozenych mysi obsahovala dostate¢né
pocty krvetvornych progenitorovych bun¢k k provedeni transplantace kostni dfen€. Prvni banka
pupecnikové krve byla vybudovéna na univerzité v Indiané, ktera se zabyvala ulozenim bunck
pro moznosti transplantace kostni dien¢ sourozenctu. Doktorka Eliane Gluckmanova provedla
vroce 1998 v Patfizi prvni transplantaci pupecnikové krve, kdy mladsi sestra darovala
pupecnikovou krev svému bratrovi, ktery trpél Fanconiho anémii. O rok pozdéji probéhla prvni
transplantace pupeénikové krve ve Spojenych statech. V roce 1991 spole¢nost New York Blood
Center zalozila prvni vefejnou banku pupecnikové krve. V roce 2005 bylo provedeno po celém

svéte vice jak 6000 transplantaci krvetvornych bunék z pupecnikové krve [10].

Dle darce kmenovych bunék transplantace délime na autologni, syngenni a alogenni (Obrazek

3).

V CR se prvni transplantace krvetvornych kmenovych bunék uskuteénila v roce 1994 u starsiho
sourozence se syndromem linych leukocyt. Transplantace pupecnikové krve od mladsiho

sourozence nastartovala a obnovila chlapcovu imunitu, coz znamenalo chlapcovo vyléceni [3].

[ Rozdé&leni transplantaci dle darce kmenovych bunek ]

- N

'S \ 'd ~\ 'd
Autologni Syngenni Alogenni ]

- ‘ J & J -

( ) ) 4 ) )

Pacientovy vlastni Dércem je Darce: sourozenec
bunky jednovajecné dvojce jiny ptibuzny
- J - J neptibuzna osoba
NS

Obrazek 3 - Rozdéleni transplantaci dle darce kmenovych bunék.
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Indikacemi pro transplantaci pupecnikové krve jsou tyto pripady:

kostni dien zastavi produkci a uvoliiovani krevnich bun¢€k do krevniho ob&hu (selhani kostni
dren¢),

kostni dfent vytvari netypické klony krvinek, které neplni svou funkci v organismu a potlacuji
tvorbu zdravych krevnich bunék, Spatnou tkan je proto tfeba nahradit novou,

1écba onkologickych onemocnéni, kdy je pfi 1écebné klife krvetvorna tkan vyrazné poskozena
az znicena a je tieba ji obnovit,

nékterd vrozend onemocnéni, kdy télo nedokdze zpracovat napi. chemickou latku,

transplantované bunky krvetvorné tkané mohou piinést schopnost, jak tuto latku zpracovat [9].

3.1. Autologni transplantace

Jak je uvedeno na Obrazku 3, pfi autolognich transplantacich se vyuzivaji krvetvorné kmenové
buiikky samotného pacienta, protoze jde o jeho vlastni buiiky, neni pfi takové transplantaci
problém s inkompatibilitou, nehrozi riziko tézkych komplikaci (nemoc $té€pu proti hostiteli,
GVHD) [1, 3].

Autologni transplantace se pouziva k 1écebnym kurdm u déti a dospélych uz vice jak 60 let.
Vlastni krvetvorné kmenové butiky se pouzivaji ¢astéji nez bunky ciziho darce, a to asi v 60 %
vSech transplantaci (buniky zkostni dfené, pupecnikové krve i1 periferni krve). Vlastni
pupecnikova krev je alternativou pouziti vlastni kostni dfen¢ nebo periferni krve. Doposud byla
vlastni pupecnikova krev pouzita k 16¢bé onemocnéni, jako jsou ziskana aplasticka anemie,
neuroblastom,  akutni  lymfocytarni  leukemie, = meduloblastom,  retinoblastom,

myelodysplasticky syndrom a jina nadorova onemocnéni [3].

Prvni autologni transplantace pupecnikové krve, kterd se uskute¢nila na Slovensku v roce 2004,
byla zaroveil i prvni v Evropé. Pllro€nimu chlapci, ktery mél vysoce rizikovy typ
meduloblastomu, byla podana autologni krev pro podporu krvetvorby, z diivodu naruseni

hematopoézy chemoterapii.

Vyhody pouziti vlastni pupe¢nikové krve v porovnani s pouzitim vlastni kostni dien¢ jsou:
transplantat je jiz pfipraven, a proto je mozné transplantaci provést okamzité, bez ¢ekani a rizika
neuspéchu pii odbéru a ptipraveé stépu z kostni dien€ pacienta,

pupecnikova krev je ovéfitelné¢ zdrava, kdezto v kostni dieni pacienta mizou byt zbytky

nadorovych bun¢k. Pouziti zdravych bunék snizuje riziko recidivy [3].
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3.2. Alogenni transplantace

O alogenni transplantaci hovotfime tehdy, kdyz transplantované krvetvorné kmenové buiky
pochazeji od jiného ¢loveka. Krvetvorné kmenové bunky darce se vyuzivaji tehdy, kdyz ptivod
onemocnéni muize byt pfitomen jiz v kmenovych buiikach, a nelze tak pouzit vlastni
pupecnikovou krev ani kostni dien. Alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék je

tedy 1é¢ebnou metodou u mnoha malignich ¢i nemalignich onemocnéni.

Zdravé buiiky darce nahradi chybéjici, nadorové ¢i nefunkéni buniky piijemce. Imunitni systém
darce zajisti protiinfek¢éni ochranu a zaroven snizi riziko recidivy onemocnéni. Miize vSak

zpusobit t€zké komplikace (GVHD).

Pro uskute¢néni alogenni transplantace je nutné najit darce, ktery ma s pacientem totozné HLA
znaky. Dérce se hleda prvotfadé mezi sourozenci. Zde je az 25% pravdépodobnost, ze
sourozenci budou kompatibilni. Pokud pacient nema takového sourozence, vyhledava se darce
ve vefejnych registrech darci kostni dien¢ a pupe¢nikové krve, které jsou propojeny do

mezinarodnich databazi.

Sourozenecké transplantace maji lepsi prognozu nez transplantace kmenovych bunék od ciziho

darce. (Obrazek 4) [11].
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Obrazek 4 - Vyvoj poctu alogennich transplantaci dle typu darce u déti v CR (1989-2012) [11].
MFD — matched family donor, shodny rodinny darce

MMFD — mismatched family donor, neshodny rodinny darce
UD — unrelated donor, nepribuzny ddrce
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4. Lécba a regenerace tkani kmenovymi bunikami z pupec¢nikové
krve

Vyuziti kmenovych bunék z pupecnikové krve neni vazano jen na onemocnéni krve.
V soucasnosti probihd na celém svété vice nez 750 klinickych studii. Jejich cilem je zjistit
ucinnost podani kmenovych bun€k z pupecnikové krve pfi riznych onemocnénich, jako je
napiiklad diabetes mellitus (DM), pii riznych nadorech a jinych onkologickych onemocnénich

nebo jako podpirna 1é¢ba pii chemoterapiich [3].
4.1. Regenerace nervovych bunék

Studovanim potencidlu kmenovych bun€k z pupecnikové krve pfi obnové poranénych nebo
jinak poskozenych tkani intenzivné zkoumd obor zvany regenerativni medicina. Zamétuje se
zejména na poranéni mozku a patete v diisledku onemocnéni nebo nésledkem trazu, regeneraci

kostni tkané a chrupavky, neurologicka onemocnéni, ale i kardiovaskularni onemocnéni [3].

4.1.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je prominentni neurodegenerativni onemocnéni, u kterého
neuropatologické charakteristické znaky zahrnuji pfitomnost extracelularniho amyloidu-f§ (AB)
ve form¢ amyloidnich plakd a neurofibril v postizenych oblastech mozku (Obrazek 5), zejména
cholinergnich neuronii hippocampu, asocia¢ni oblasti neokortexu a dal§ich limbickych struktur.
AD doprovazi odumirani neurontli, coz je spojeno s poruchou metabolismu B-amyloidniho
prekurzorového proteinu (APP) v mozku. Stépeni APP v endoplazmatickém retikulu nebo
Golgiho aparatu produkuje amyloid-p peptid se 42 nebo 43 aminokyselinami (As243), ktery
snadno agreguje a je neurotoxicky. Pacienti s AD maji v mozkové tkani signifikantn€ zvySené
mnozstvi agregati APszas. Ackoli se mnoho autori rtznych studii domniva, Ze apoptozu
neuront zprostiedkovava AP, mechanismus neurotoXicity doposud nebyl zcela objasnén.
Nékteré studie naznacuji, ze neurotoxicita A je zprostfedkovana oxidacnim stresem a aktivaci

glii ktera, predchazi nastupu klinickych a patologickych ptiznakia AD [12, 13].

Mesenchymalni kmenové bunky odebrané z lidské pupec¢nikové krve (hUCB-MSC) jsou
studovany jako potenciélni terapeuticky prostiedek k zabranéni progrese neurodegenerativnich
neurologické funkce a mlze chranit mozek pred hypotalamovou neuronalni apoptoézou, navic
podporuje uvoliiovani protizanétlivy cytokinit v mysim modelu pii uzehu. Ackoli hUCB-MSC

byly navrzeny pro lé¢bu téchto neuropatologickych stavil, skutecny mechanismus plsobeni
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hUCB-MSC na AD dosud nebyl zjistén. Na zaklad¢ téchto zjisténi se jihokorejsti védci rozhodli

provést vyzkum, zda 1é¢ba hUCB-MSC ovlivni apoptdzu, oxidacni stres a zanétlivou odpoved'.

Zkoumali uc¢inek transplantace hUCB-MSC na mys$im modelu s akutni AD [13].

Obrazek 5 - Fotografie neurofibrilarniho uzliku (vlevo) a neuritického plaku (vpravo) pozorované na histopatologickém
prepardtu z mozku pacienta s AD [12].

Vysledky studie naznacuji, ze ukazatelé aktivovanych glii, oxida¢niho stresu a urovné apoptozy
byly snizeny. Je zajimavé, ze mysi s AD 1écené hUCB-MSC, prokazovaly zlepSeni

kognitivnich funkei, tedy obnovu funkce uceni a paméti [13].

V jiné studii zjistili, Zze opakované intratekdlni podavani®* hUCB-MSC mysim s AD vyznamné
ovlivituje odstranéni toxickych amyloidnich plakd a podporuje endogenni hipokampalni
proliferaci NSC, zrani neuronti a synaptickou aktivitu u zralych neuront prostiednictvim GDF-
15. Domnivaji se, Ze by tyto poznatky mohly byt vyuZzity pro budouci klinické studie a véfi, Ze
intratekalni podavani hUCB-MSC by mohlo byt vyhodné&jsi nez piima aplikace do mozkového
parenchymu [14].

3 Intratekalni pod4vani, podani do prostoru mezi mozkem nebo michou a mozkomignimi obaly, popf. do
mozkovych komor, provadi se jako lumbalni punkce v bederni oblasti patefe [53].
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4.1.2. Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je druhou nejcastéjsi neurodegenerativni nemoci, ktera postihuje
1 % populace ve v€ku nad 65 let, kdy nejvice naruSenym systémem jsou mozkova bazalni
ganglia. Typickymi piiznaky PD jsou bradykinézie, rigidita a klidovy tfes. Hlavnimi
patologickymi znaky jsou rozsahlé ztraty dopaminovych neuront v substantia nigra pars
compacta (Obrazek 6) a akumulace cytoplazmatickych eosinofilnich inkluzi, Lewyho télisek.
Pficina degenerace dopaminovych neuronu zistava do zna¢né miry nezndma. VSeobecné plati,
ze ucinnost oralné¢ podavanych 1€éka na PD se v horizontu 5 let markantné snizuje. Navic tato

l1é¢ba neobnovi zasobeni striatum dopaminem, proto v zajmu lepsiho terapeutického ucinku

probihaji studie na obnoveni této funkce [15].

Obrazek 6 - Horizontadlni rez strednim mozkem od pacienta s PD (P) a zdravy stredni mozek (C), viditelna ztrata pigmentace
substantia nigra u PD [16].

Buné¢na terapie predstavuje slibny terapeuticky pfistup k nahrazeni chybé&jicich dopaminovych

neurontl a obnoveni motorické funkce u pacientd s PD [17].
K dosaZeni tspésné bunécné terapie, jsou obecné navrzena kritéria pro transplantaci bunék:

buiiky by mély mit molekularni, morfologické a elektrofyziologické vlastnosti dopaminovych
neurond v substantia nigra,

Stépy by mély byt schopny zvratit motorické deficity PD,

terapie by méla umoznit sto tisicim a vice dopaminergnich neuronti dlouhodob¢ piezit v

lidském putamen,
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roubované buinky by mély obnovit hustou terminalovou sit’ v celém striatum, aby se funkéné

integrovaly do hostitelskych neuronovych obvodu [15].

Nedavné studie ukézaly, ze u zvifecich modell mohou mononuklearni bunky lidské
pupecnikové krve (WUCB-MNC) zlepsit funk¢ni deficity neurologickych onemocnéni véetné
mrtvice a traumatického poranéni mozku. hUCB-MNC také obsahuji NSC a mohou podporovat

regeneraci nervi a opravu tkani u riznych neurologickych onemocnéni [17].

Cinsti védci vypozorovali, Ze dochdzi k vyznamnému zlepseni chovani motorické dysfunkce
po transplantaci hUCB-MNC do striatum mozku mysi s PD vyvolanou 6-hydroxydopaminem.
Po 4 az 16 tydnech po transplantaci hUCB-MNC bylo pozorovano zotaveni motorickych
deficitii. Tento Gc¢inek by mohl byt pfi¢itan diferencovanym neurontim oc¢kovanych hUCB-
MNC, jelikoz byly Vv sekcich mozku pozorovanych mysi pozorovany dopaminové neurony
odvozené od lidskych bunék. Zajimavosti vsak je, Ze nebyla zjiSténa Zadna diferenciace hUCB-
MNC do dopaminovych neuront in vitro, z toho nasledné vyplyva, ze hostitelské prostredi
mysiho mozku pravdépodobné podpoftilo produkci dopaminovych neuroni z hUCB-MNC in
vivo [17].

Transplantované hUCB-MNC vyznamné zlepSily motorické deficity PD mys$i. Vedle
neuronalni diferenciace hUCB-MNC existuji dal$i moZzné mechanismy pro zlepSeni motorické
funkce indukované hUCB-MNC. Bunky jsou schopné zabranit nekroze, zvysuji
imunomodulaci, snizuji periferni zanétlivou odezvu, nebo mikroglidlni odpovéd’, a stimuluji

neurogenezi [17].

Na zaklad¢ vysledku studii maji transplantované hUCB-MNC u mysi s PD terapeutické ucinky,
jelikoz se diferencuji na dopaminové neurony. Zavéry naznaéuji, ze modulace endogenni
neurogeneze pro opravu poskozeného mozku pti PD hUCB-MNC miize mit vyznamny dopad

na budouci strategie 1é¢by [17].

4.1.3. Détska mozkova obrna

Détskd mozkova obrna (CP) je nejCastéj$i porucha spojend s perinatdlnim poSkozenim
vyvijejiciho se mozku. CP je celozivotni syndrom =zahrnujici fadu détskych poruch
souvisejicich s neschopnosti udrzet normalni télesnou pozici nebo provadét kontrolovatelné

pohyby. Stejné tak CP souvisi s nemocemi, jako je naptiklad epilepsie [18].

Motorické poruchy (parézy, poruchy koordinace, nucené pohyby atd.) mohou byt spojeny se

zménami dusevniho stavu, feci, zraku, sluchu, nebo poruch citlivosti. V détském vyvoji se
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klinické projevy CP mohou lisit. Pokud CP existuje spolecné s dal§imi patologickymi stavy,
jako je hydrocefalus, infekéni onemocnéni, intoxikace, nebo traumatické poranéni mozku,
onemocnéni progreduje. Celkova prevalence CP zlstala béhem poslednich 40 let stabilni, a to
ve 2-3 piipadech na 1000 zivé narozenych déti, navzdory zménam v prenatalni a postnatalni
péci [19].

Poprvé v historii se mira CP ve vyspélém svété zacina snizovat. I pies tento piiznivy pokrok
v prevenci je CP hlavni pfi¢inou invalidity v raném détstvi. Navzdory rozsahlé 1é¢b¢, vede tato

neurologicka porucha k celozivotnimu funkénimu deficitu [20, 21].

Existujici metody lécby CP, vcetné riznych rehabilitaénich strategii, chirurgickych
a farmakologickych zakrok, jsou viak pievazné paliativni* a neexistuje zadna specificka 1é¢ba

zamétena na obnoveni poranéné funkce mozku [19].

Disledky syndromu vychazeji z jeho riznych klasifikaci. CP mize byt definovana podle
anatomickych 1ézi v mozku, mozkové kufe, kortikospinalnim traktu, extrapyramidovém
systému nebo mozecku. Klinickymi ptiznaky jsou spasticita a dyskineze. CP mizeme
klasifikovat dle topografického zapojeni koncetin jako monoplegii, hemiplegii, diplegii a
kvadriplegii (Obrazek 7), a dle svalového tonu jako izotonicky, hypotonicky nebo
hypertonicky [18].

Podle diagndzy maji jednotlivci s mozkovou obrnou motorickou poruchu, kterd miize byt
seskupena do péti stupiili zdvaznosti, od ambulantni péce, az po upoutani na invalidni vozik, a

to syst¢tmem GMFCS (Gross Motor Function Classification System) [21]:

GMFC I, mohou chodit po schodech bez pouziti zabradli, béhat, skakat, ale rychlost, rovnovaha
a koordinace jsou omezené;

GMFC 11, do schodu se drzi zabradli, mohou mit potize s chiizi na dlouhé vzdalenosti a
stabilitou na nerovném terénu, ve svahu nebo pieplnénych prostorech, maji minimalni moznost
béhani a skakani;

GMFC Ill, do schodti chodi pod dohledem, na chlizi potfebuji berle, nebo jiné pomucky, na
delsi trasy pottebuji vozi¢ek nebo jiny dopravni prostiedek;

GMFC 1V, potiebuji elektricky vozik nebo osobu, ktera bude vozik ovladat, doma mohou

chodit na kratké vzdalenosti, ale s fyzickou pomoci nebo s jinymi pomtckami;

4 Paliativni, mirnici bolest, ale neodstrafiujici pfi¢inu choroby a bolesti [54].
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GMFC V, déti jsou vSude prepravovany vozikem, maji omezené pohyby pazi a nohou,

omezenou schopnost udrzet hlavu a trup vzpiimen¢ [22].

Monoplegie Hemiplegie Diplegie Quadriplegie
</ y 'I’\‘
4 .
D ) ¢
bIAY £ : ol ™
N [ ) r
. fiNe , m
\ ' } \
W\ //; : y '& {1\
3 ‘\_ (‘/’ J /‘ ) ’/ /‘ / "| \\\\
W @ ¥ in @
|
) { \ ,"\‘ /
) \ f {
() | R
| A7 N t } \ |
‘ | | t | |
’ | : | : : : \
U g9 g v
Postihuje jednu konéetinu, Postihuje jednu stranu téla  Ovliviiuje symetricke Ovliviije viechny
obvykle ruku. vietné paze, nohy a trupu.  Casti téla (nohy/paze) ¢tyil koncetiny

Obrazek T - Typy détské mozkové obrny dle postizené casti téla [22].
Ackoli v soucasné dob¢€ neni dostupna zadna pln€ Gc€inna terapie CP, alternativou k 1ékatsky
ovéifenym metodam pro pacienty s CP je terapie kmenovymi buiikami, ktera byla v poslednich

letech pfedmétem mnoha vyzkumut zaméfenych na CP [18].

Ve studii, kterd probihala od ledna 2011 do prosince 2013, byla u 55 détskych pacientd
studovana bunééna terapie kmenovymi buiikami z UCB. Podavani bunék bylo dobfe tolerovano
a nebyly zaznamenany zadné akutni nebo zpoZzdé€né nezadouci ucinky. Ve vysledcich byla
pozitivni dynamika pozorovana u 38 pacientl (69,1%). ZlepSeni neurologického stavu bylo
charakterizovano sniZenim patologického svalového tonu u jedné, nebo vice postizenych
koncetin, zvySenim svalové sily a snizenim epileptickych zachvatt. ZlepSeni v mentalni oblasti
(fe¢, pamét’, pozornost, intelektudlni a emocni vyvoj) bylo zaznamenano v 29 (52,7%)
ptipadech. Celkem u 23 déti (41,8%) byl prokazan pokrok ve fyzické a dusevni oblasti. U 17
deéti (30,9%) se jejich neurologicky nebo duSevni stav béhem pozorovani a po 1é¢bé nezménil.
Negativni dynamika nebyla odhalena u zadného z 1é¢enych déti. Podskupina déti (38), které
dostaly dv¢ nebo vice infuzi bun¢k UCB, byla hodnocena podle stupnice GMFCS (Tabulka 1).

U 18 (47,4%) déti byl zaznamenan vyznamny pokrok ve v§eobecnych motorickych aktivitach
[19].

Podrobna statistick4 analyza ukazala, Ze vysledky 1é€by zaviseji na nejméné trech faktorech:

veéku pacienta,

zévaznosti poskozeni mozku,
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poctu infuzi bun¢k z UCB [19].

Zda se, ze bunécna terapie UCB je nejucinngjsi u pacientit s CP ve véku 2 az 6 let. Analyza
vztahli mezi efektivitou lécby a dalSimi faktory, jako je zavaznost onemocnéni a pocet
bunécnych infuzi, vSak ukazuje, ze v€k pacienta neni hlavni ptredpovédi Gspésnosti bunééné
komplikovanymi jinym poskozenim mozku. Od bifezna 2004 do prosince 2009, v ramci
programu transplantace détské krve na Dukeové Univerzité, byla testovana bezpecnost
intraven6zné podanych autolognich bunék UCB u déti se ziskanymi neurologickymi
onemocnénimi. Béhem studie dostalo celkem 184 pacientd (140 pacientt s CP) 198 transfuzi
bun¢k UCB. Post-transfuzni komplikace se vyskytly pouze u tii pacientl. Bez ohledu na zna¢ny
pocet klinickych ditkazi, které potvrzuji t€innost bunééné terapie UCB u pacientl s poranénim
mozku a patefe, ziistdvaji mechanismy, které jsou zdkladem jejich G€inkli, pochybné. Tim, ze
buitky UCB produkuji neurotrofické faktory, mohou prispivat k regeneraci centralniho
nervového systému svou regulaci neurondlni a gliové aktivity. Navic buiiky UCB vylucuji fadu
biologicky aktivnich sloucenin. Predpoklada se, ze parakrinni regulace, véetné stimulace
neurogeneze v mozku, je hlavnim mechanismem odpovédnym za terapeuticky ucinek

systémového podavani bunék UCB [19].

Terapeutické ti¢ely transfuzi UCB-MNC se zdaji byt praktické, bezpecné a ptinaseji potencialni
ptinos u déti s CP. UCB ma potencidl ve svych neuroprotektivnich, protizanétlivych a anti-
apoptickych u¢inkd. Soucasné podavani rekombinantniho lidského erytropoetinu (rhEPO)
muze zvysSit ucinnost UCB, protoZze ma neurotrofické ucinky. Je zapotiebi dalSich

dlouhodobych klinickych studii. [20, 23].
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Tabulka 1 - Ucinky bunécné terapie UCB na hrubé motorické funkce pacientii [19].

Pocet Vék pfi prvni Vék posledni Pocatecni Konecna
Pacient bunéénych infuzi kontroly uroven uroven
infuzi (roky + mésice) (roky + mésice) GMFCS GMFCS
1 2 3+3 4+0 Y Ve
2 2 6+6 7+4 Vv Iv?
3 2 3+3 3+10 Y Ve
4 2 1+9 2+4 Y Y
5 2 2+3 2+9 Y Y
6 2 1+3 1+9 Vv 1
7 3 1+1 1+8 \ v
8 3 2+5 3+1 v Iv?e
9 3 3+0 3+8 v Il
10 3 3+6 4+3 v 1
11 3 4+0 4+8 v v
12 3 4+3 540 Vv v?e
13 3 5+7 6+2 Vv v?e
14 3 6+5 6+11 \ Iv?
15 3 9+6 10+2 \ 1]
16 3 6+2 6+9 \ Iv?
17 3 6+2 7+6 \ 1"
18 3 4+6 5+4 \ \
19 4 1+6 2+6 Y Y
20 4 7+0 8+1 Y Y
21 4 4+1 5+4 Y Y
22 4 7+1 8+2 Vv Vv
23 4 6+8 7+6 Vv v
24 4 5+3 6+8 Vv v
25 4 3+7 5+0 Vv 1
26 4 2+0 3+5 Vv v
27 4 2+9 4+3 Vv Vv
28 4 6+5 7+0 \ v
29 4 7+3 8+6 Vv Ve
30 4 5+1 6+2 \Y) Iv?@
31 5 2+0 2+9 Y v
32 5 2+4 4+0 \ 1"
33 5 7+5 8+9 \" \"
34 5 7+5 9+2 v 1
35 5 6+4 8+2 Vv Il
36 6 7+3 8+3 Vv v
37 6 1+8 3+4 Vv 1
38 6 4+0 6+10 v Il

2-pacienti, u kterych byla détskd mozkova obrna doprovdazena epilepsii
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4.1.4. Mozkova mrtvice

Cévni mozkova piihoda je druhou nejb€znéjsi pri¢inou imrtnosti a hlavni pfi¢inou invalidity u
dospélych na celém svété. Je zpusobena snizenim nebo prerusenim pritoku krve do mozku
blokovanymi nebo pferuSenymi cévami. To vede k mozkovému infarktu, intracerebralnimu
krvaceni nebo k subarachnoidalnimu krvaceni, proto se cévni mozkova piihoda klasifikuje jako
ischemickd nebo hemoragicka (Obrazek 8). V USA je hlaseno 795 000 novych nebo
opakujicich se ptipadl rocné. Starnuti je hlavnim rizikovym faktorem mozkové mrtvice, kdy
riziko ischemické mrtvice vzrusta. Ve starnouci populaci se vyskyt cévni mozkové piihody
zvySuje také kvili progresivni aterosklerdze, vyssi incidenci srdec¢ni arytmie, hypertenzi,

hypercholesterolemii a vaskularnim zménam [24].

Trombolyticka terapie je prvni linie 1é¢by ischemické mrtvice. Uéinnost 1éby tkatiovym
plasminogenovym aktivatorem (tPA) je vSak pouze 4,5 hodiny po postischemickém poskozeni,

coz umoznuje podani tPA pouze u 8 % pacientti s mrtvici [25].

! y g _ 5 - ! ! ¥ . -
\ \ / Hemoragicka \ \ S Ischemicka
i = mozKova mrtvice i = mozKova mrtvice

poruseni cév

krevni srazeniny zastavuji tok
krve do mozkové tkané

unik krve do
mozkové tkiné

Obrazek 8 - Hemoragickd a ischemickd mozkova mrtvice [26].

Charakteristickym znakem mrtvice je zanét. Produkce cytokini TNF-a, IL-1 a IL-6. se v mozku
vyrazn€ zvysuje v prvnich 24 hodinach po mrtvici. Pfedchozi studie ukazuji, ze vhodna vychozi
hladina TNF-a nebo IL-6 je nezbytna pro neurogenezi, zatimco vyssi hladiny TNF-a nebo IL-
6 jsou pro neurogenezi Skodlivé. To podpotilo hypotézu, ze inhibice produkce cytokinti mize
byt vhodnym terapeutickym pfistupem pii 1€¢bé poskozeni mozku. Prozanétlivé cytokiny, jako
jsou TNF-a, IL-1 a IL-6, které jsou béhem mozkové mrtvice ve zvysené mire produkovany,

hraji zasadni ulohu pfi progresi ztraty neuront a poranéni mozku [27].
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Novym terapeutickym pfistupem v oblasti neurodegenerativnich onemocnéni a mozkové
mrtvice je bunééna terapie, ktera nabizi jak nahradu bunék, tak neuroprotekci®. Existuji dvé
terapeutické strategie, které¢ vyuzivaji kmenové bunky: stimulace, posilovani endogennich
nervovych progenitorovych bunék, a implantace exogennich kmenovych bunék. Potencidlni
mechanismy, které jsou zakladem bunééné terapie, zahrnuji pfimou nahradu poskozenych nebo
ztracenych bunc¢k, usnadnéni regenerace tkané, sekreci trofickych faktort a rstovych molekul,

mobilizaci endogennich kmenovych bun¢k a imunomodulaci [24].

MSC se vyvijeji do jinych bunéénych fenotypt a podporuji proliferaci endogennich NSC. Také
mohou usnadnit regeneraci axont prostfednictvim inhibice tvorby jadernych proteind astrocytt

v oblasti infarktu. Navic je zndmo, ze MSC podporuji angiogenezi [24].

Buné¢na terapie je slibnou 1écbou ischemické cévni mozkové piihody. Nékolik studii prokézalo
ptiznivé Ginky po transplantaci kmenovych bunck pochazejicich z rliznych zdrojt, dospélé
kostni diené, adipozni tkané a pupecnikové krve. U pacientll s akutni ischemickou cévni
mozkovou ptihodou bylo prokdzano, ze intraarteridlni podani autolognich kmenovych bunck
kostni dien¢ (CD34) do infarktové oblasti je bezpecné a mize usnadnit funkéni zotaveni a snizit

objem 1ézi [28].

Mnoho preklinickych studii prokézalo uc¢innost MNC z UCB pro 1é¢bu mrtvice, a to bud’ jako
hUCB-MNC, nebo jako oddélené bunécné typy (MSC, HSC). Ukazalo se, Ze intravendzni
infuze hUCB-MNC, krats$i nez 72 hodin po mrtvici, zlepSila obnovu funkce chovani.
Terapeuticky ucinek intraarterialni transplantace hUCB-MNC je lepsi nez samotné MSC
odvozené z UCB. Intraarteridlni transplantace mononuklearnich bun¢k lidské pupecnikové krve
v hyperakutni fazi ischemické mrtvice zlepSuje regionélni krevni pritok, cerebrovaskularni
reaktivitu a vaskularni remodelaci. Transplantace hyperakutnich kmenovych buné¢k také snizila

deficity chovani a objem infarktu [28].

Doba od vzniku mozkové piihody az po rekonstrukei arterii vyrazné ovliviiuje vysledky 1écby,
coz vyvolava diskusi o reorganizaci systému mozkové tkané, aby se usnadnila rychla
reperfuzace, a aby byla pacientim tato 1é¢ba co nejrychleji poskytnuta. Intraarterialni infuze

hUCB-MNC bezprostiedné po mechanické trombektomii by mohla byt potencialni adjuvantni

5 Neuroprotekce, strategie ptisobici proti $kodlivym biochemickym a molekularnim déjim, které, pokud
zustanou neovlivnény, vedou k ischemickému poskozeni mozku [55].
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terapii. Prokdzané zlepSeni cerebrovaskularni funkce je zvlasté dilezité pro hyperakutni 1éCbu.

Alogeneticka povaha hUCB-MNC by mohla byt praktickou volbou pro klinické pouziti [28].

Udaje ohledné bezpe¢nosti ukazuji, Ze intravendzni infuze alogennich bunék UCB je
proveditelna a dobife snasena u dospélych pacientli s akutni ischemickou mrtvici [25, 27].
Z dokonc¢enych klinickych studii transplantace kmenovych bunck, které vSak neposkytly
dostate¢né ditkazy podporujici podstatné klinické zlepsSeni vyplyva, ze je tieba vénovat vice
pozornosti problémim jako jsou, typ a zdroj bunck, davkovani bunék, optimalni ¢asovani a

cesty podavani [24].
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4.2. Autoimunitni poruchy

U autoimunitniho onemocnéni dochazi k poSkozeni tkang, nebo funkci organu v disledku
autoimunity, imunitni odpovédi na vlastni antigeny. Ne kazda autoimunitni odpoveéd’ vyvolava
autoimunitni onemocnéni, predevsim pfi infekeci. Autoimunitni choroby byvaji ¢asto dédi¢né,
mohou byt zptisobeny riznymi druhy infekénich onemocnéni, pisobenim hormonti, nékterych
chemikalii nebo psychickym vypétim a stresem. Bunééna terapie u autoimunitnich poruch je
metoda, ktera je zaméfovana na buriky imunitniho systému, aby byla obnovena imunitni
bilance. Na zaklad¢ potencialni uzite¢nosti pupecnikové krve k obnoveni imunitni homeostazy,
je pouziti UCB, jako zdroje imunoregulac¢nich bunék pfti 1é¢be autoimunitnich poruch, stale

oblibengjsi [29].
Mezi nejznaméjsi autoimunitni choroby patii naptiklad:

diabetes mellitus 1. typu,
Crohnova choroba,
lupénka,

Addinsonova choroba,
celiakie,

roztrou$ena skleréza a mnoho dalSich.

4.2.1. Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je rozsifenou chronickou multifaktorialni autoimunitni,
idiopatickou nebo genetickou poruchou slinivky bfisni, ktera zptisobuje progresivni destrukci
B-bunék produkujicich inzulin. Je to onemocnéni déti a dospivajicich, které se obvykle objevi
nejdiive ve veéku 5-7 let. V tomto okamziku mize byt DM1 povazovan za globalni epidemii s
nepietrzitym, prudkym naristem jeho prevalence a vyskytu na celém svété (Obrazek 9).

Zvysuje se alarmujicim tempem — 3 % kazdy rok [30, 31].

Hlavni formy této chronické poruchy jsou diabetes mellitus typu 1 (DM1) a typu 2 (DM2).
DM2 je mnohem castéjsi (90-95%), a obvykle se objevuje ve sttednim véku. DM2 je odvozen
z kombinace periferni inzulinové rezistence s progresivnim selhanim B-bunc¢k pankreatu,
vedoucimu az k selhani sekrece inzulinu. Proto mize DM2 po pocatecni fazi, kdy prevlada
inzulinova rezistence, v kone¢ném dusledku vyzadovat exogenni dopliovani inzulinu pii

funkénim vycerpani B-bun¢k. DM 1se vyskytuje v mnohem mensi mite (5-10 %) [33].
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10 zemi, ve kterych je nejvice déti s cukrovkou 1. typu (0-14 let) 2015
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Obrazek 9 - 10 zemi, ve kterych se 1é¢i nejvice déti s cukrovkou 1. typu 2015 [32].

Typickymi ptiznaky DM1 jsou polydipsie, polyurie a polyfagie se zjevnou hyperglykemii.
MuZi jsou postizeni €astéji neZ zeny. Nemoc ma autoimunitni povahu a je vyvolana n€kolika
faktory, jako jsou podzimni a zimni obdobi, virové a bakterialni infekce, a v neposledni mife
zneCistujici latky v zivotnim prostfedi. V kone¢ném stadiu zplisobuje mnohoorgénovou
dysfunkci, jako je diabetickd retinopatie, ketoacidéza, nefropatie, neuropatie,

hyperkoagulabilita, kardiovaskularni onemocnéni, az celkové selhani organu [31, 34].

Inzulinové substitucni terapie je v souc¢asné dob¢ jedinou znamou a akceptovanou terapeutickou
metodou [31]. Exogenni inzulin mdze progresi nemoci zpomalit, av§ak nevylucuje riziko
vyvoje sekundarnich komplikaci. Proto je tfeba intenzivné hledat nové postupy v 1éEbé

onemocnéni obou klinickych forem [33, 34].

Dalsi 1écebné strategie zahrnuji transplantaci slinivky, Langerhansovych ostriivki, genovou a
bunécnou terapii. Tato terapie ma omezeni, jako je omezena dostupnost vhodnych darct,
vysokeé naklady a vysoké mira ¢aste¢ného, nebo uplného selhani §tépu, toxicita imunosupresiva

a recidivu autoimunity [34].

Vyuziti vSech soucasnych metod 1écby diabetes mellitus ma za cil obnovit glukézovou
homeostazu. Bunky produkujici inzulin (IPC) mohou byt odliSeny od kmenovych bun¢k a

nabizeji potencialni zdroj sekrece inzulinu namisto B-bunék [30].
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Terapie kmenovych bun€k S bunécnym pieprogramovanim a regenerace B-bunék mohou oteviit

nové 1é¢ebné metody. Mechanismus jejich uc¢inku vsak vyzaduje dalsi vyzkum [31, 35].

Idealnim terapeutickym pfistupem pro DM1 je obnova defektni imunitni regulace. V soucasné
dobe¢ je v klinickych studiich hodnocena buné¢na terapie s imunomodula¢nimi u¢inky, u kKteré
se ovétuje jeji bezpecnost a ucinnost. Vysledky naznacuji, ze 1é¢ba imunomodula¢nimi
bunkami, jako jsou Treg bunky (regula¢ni T-lymfocyty) a kmenové buiiky, mize prodlouzit
klinickou remisi nebo zpomalit vyvoj DM1. Bunky z UCB by mohly potlacit imunitni odpovéd’
a obnovit imunitni toleranci. V soucasné dobé mohou byt kmenové i Treg buiiky zmnoZeny,
zatimco jejich vlastnosti a terapeuticky potencidl zlstavaji zachovany. Pouziti odvozenych
imunitnich buné¢k z UCB by se mohlo stat slibnou terapii pro DM1, ackoli by mély byt

provedeny rozsahlejsi kontrolované klinické testy [29].

Vyuziti diferenciace UCB-MSC na butiky produkujici inzulin (IPC)

Vhodnym postupem se z UCB-MSC mohou generovat buiiky podobné IPC, které reaguji na
hladinu glukézy. UCB-MSC jsou tak potencialnimi kandidaty na 1écbu DM1 kmenovymi
buitkami. V soucasné dobé je provadéna spousta testll k ovéfeni bezpecnosti pouziti a G€innosti

autolognich lidskych UCB-MSC pti terapii pacienti s DM1 [29].

UCB-MSC byly uspésné diferencovany na IPC tak, ze byly aktivovany nékteré z hlavnich gent,
které se na diferenciaci do IPC podileji (hlavné PDX-1). Rizné studie prokazaly, ze PDX-1,
také znamy jako inzulinovy promotorovy faktor 1, je transkripénim faktorem pro vyvoj a
dozravani B-bunék pankreatu. Je tzv. reprogramovacim faktorem pro vyvolani diferenciace
MSC v endokrinni bunéky pankreatu. Ve vétsing studii se PDX-1 vklada do cilovych bunék
virovymi vektory. Tento postup ma urcita rizika, jako je vznik mutageneze nebo imunogenicity.

Proto je nelze pouzit v klinické praxi [30].

Cilem soucasnych studii je vyvinout novou a bezpe¢nou metodu, ktera by zlepsila diferenciacni
ucinnost UCB-MSC na IPC. Ptikladem je tzv. transfekce, kdy je MSC infikovana mRNA PDX-
1, tedy bez pouziti virovych metod. Zvyseni diferencia¢ni uc¢innosti UCB-MSC na IPC je
dulezitym krokem pii pouziti UCB-MSC v 1écbé DM1 [30].

Vyuziti kondiciovaného média pro regeneraci pankreatu

Nekteré studie naznacuji, ze kmenové buiiky jsou schopné opravit tkan diky své schopnosti
vylucovat trofické faktory, které piisobi pfiznivé na posSkozené tkané. Studie o sekrecnich

faktorech, ziskanych z kmenovych bunék, uvadi, ze samotné vylucované faktory, bez
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kmenovych bunék, mohou opravovat tkan v riznych stavech poskozeni. Vylu¢ované faktory
lze nalézt v médiu, kde se kmenové bunky kultivuji, v tzv. kondiciovaném médiu (CM).
Pouzivani CM ma ve srovnani s pouzitim kmenovych bunék nékolik vyhod, protoze mize byt
snadno vyrobeno, zmrazeno, baleno a transportovano. Jelikoz neobsahuje buiky, neni tfeba
shody darce s ptijemcem. Proto ma CM slibnou perspektivu, ze bude vyrabéno jako 1é¢ivo pro
regeneracni medicinu. CM muze byt také alternativou exogenniho dodavani inzulinu, protoze

jeho aplikaci miizeme obnovit strukturu a funkei B-bun¢k [34].

Vyuziti Treg bunék z UCB pro obnovu imunitni tolerance

Buniky pupecénikové krve obsahuji velkou populaci Treg bunék (regulac¢nich T-lymfocyti) a
riznych typi kmenovych bunék. Treg buitky maji zasadni ulohu pii kontrole autoimunity.
Jejich schopnost potlaéit nezadouci imunitni $t€p vedla k myslence pouziti Treg bunék
K buné¢né terapii pacientt s DM1. Porucha funkce T-bunék (T-lymfocytt) vede k nedostate¢né
regulaci autoreaktivnich bunék, které ni¢i B-buniky pankreatickych ostrivka (Obrazek 10).
Proto muze byt terapie, uréend k stimulaci aktivity, generovani a proliferaci Treg bunék,

uzitecna pro pacienty s DM1 [34].

Obrazek 10 - Srovnani zdravého Langerhansova ostrivku (vlevo) s Langerhansovym ostriivkem
napadenym autoreaktivnimi T-buitkami (vpravo) [36].

Autologni terapie Treg butikami u pacientti s DM1 je prozatim ve fazi klinickych studii [37].

In vitro studie prokazaly, Ze kmenové buiky ziskané z UCB se tspésné diferencuji na IPC.
Vysledky u zvifecich modelti s DM1 ukazuji, Ze terapii témito kmenovymi buitkami doslo ke

snizeni hladiny glukézy v krvi, zmirnéni insulitidy a prodlouzeni Zivotnosti B-buné¢k. Mezi
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mechanismy, které jsou zdkladem terapie kmenovymi buitkami odvozené od UCB v DML,

patfi:

inhibice proliferace perifernich samoreaktivnich diabetogennich T-bunék a zvrat autoimunitni
odezvy, ¢imz se zastavi destrukce B-bunek,

obnova imunitni rovnovahy zménou slozeni cytokinu nebo buiiky,

zachovani funkce B-bunék diferenciaci kmenovych bunék na IPC, podpora regenerace -bunék

a ochrana B-bunky pted apoptozou [29].

Hojnost, dostupnost, diferencia¢ni potencial a imunitni regula¢ni uc¢inek populaci kmenovych

bunék z UCB z nich ¢ini slibny prostfedek pro klinické aplikace v 1é¢bé DM1 [29].

4.2.2. Crohnova choroba

Crohnova choroba (CD) je chronické nespecifické zanétlivé onemocnéni stiev (IBD), které
postihuje celou tloustku stény gastrointestinalniho traktu a vyZaduje dlouhodobou 1é¢bu. CD

muze ovlivnit cely gastrointestinalni trakt od ust ke kone¢niku, pticemz nejbéznéjsimi regiony

jsou ileocekalni oblast a terminalni ileum [38].

Symptomy CD zahrnuji prijem, ztratu hmotnosti, bolest bficha, horecku a rektalni krvaceni.
Onemocnéni muze byt charakterizovano viedy, pistélemi, sten6zou a stfevnimi granulomy
(Obrazek 11). Navic tito pacienti mohou zazivat extraintestinalni projevy, jako je artritida,
erythema nodosum, iritida nebo uveitida, pyoderma gangrenosum a aftézni stomatitida [40].
Castou komplikaci (30-50 %) jsou perianalni pistéle. Mnohé z téchto perianalnich pistéli
nereaguji na terapii [41]. Chirurgicky zakrok neni vzdy dobrou volbou kvuli umisténi nebo

rozsahu nemoci [42].

Etiologie CD zistdvd nejasnd, pravdépodobné zahrnuje kombinaci genetickych,
mikrobiologickych a imunologickych faktori. Abnormalni stfevni imunitni odpovéd u

geneticky nachylného jedince ma za nasledek stievni 1éze a strukturalni poSkozeni [43].

Aktudlni klinické klasifikace pro CD byly navrZzeny Americkou gastroenterologickou asociaci.
Pistéle jsou rozliSeny jako jednoduché a slozité. Mohou byt spojeny s perianalnimi abscesy,
rektalni strikturou, proktitidou nebo spojenimi s mo¢ovym meéchyfem nebo vaginou. Vyskyt
CD je podobny u muzii a Zen. Zeny viak maji vétsi komplikace spojené s piilehlou vaginalni

sténou a rizikem spojenym s porodem [42].
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Obrazek 11 - Srovndni zdravého stieva, Crohnovy choroby a ulcerozni kolitidy [39].

Hlavnim cilem lécby je dosazeni a udrZeni remise nemoci. Imunosuprese je hlavni soucasnou
terapii CD. Cyklosporin, potlacujici T-buriky, podavan intravendzné, ma vyborny a rychly
ucinek u az 83 % pacientd. Navzdory mnoha neddvnym zlepSenim, neni soucasna 1écba IBD

zdaleka uspokojiva. Proto je zapotiebi novych a u¢innéjsich terapeutickych ptistupt [38, 42].

Klinické studie naznadily, ze buné¢na terapie na bazi MSC ma slibny potencial pro 1é¢bu IBD.
Studie provedené lidskymi MSC v mysich modelech ukazaly, ze MSC jsou u¢inné pii zlepSeni
zavaznosti kolitidy plisobenim protizanétlivého a imunosupresivniho t¢inku. Bylo prokazéano,
ze autologni nebo alogenni transplantace MSC je proveditelna a bezpecna pfi 1é€bé fistuloz u
pacientl s refrakterni CD. Ackoli omezeny pocet pacientli, analyzovanych v kazdé studii,
neumoziuje presvédcivou demonstraci t€innosti 1écby, ziskané vysledky naznacuji, ze terapie
zalozena na MSC ma slibny potencidl regenerace tkani a lokalnich protizanétlivych ucinka pti
1écbé IBD. Ve snaze zlepSit ucinnost 1écby MSC se tedy probihajici studie zamétuji na
hodnoceni optimalniho zdroje, spravné davky a cesty podavani MSC. MSC pro bunécnou
terapii CD mohou byt izolovany a expandovany z nékolika tkéani, véetn€ kostni dien€, tukové

tkané a pupecnikové krve [38].

Navrh kombinovaného podavani MSC s lysatem krevnich desticek, ziskanych z pupecnikové
krve jako nova strategie ke zlepSeni 1écby zaloZzené na MSC pro rozliseni IBD, ziskal klinicky

zéjem. Krevni desticky obsahuji faktory, které podporuji opravu meékkych tkani. Lysat
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trombocytti mize rovnéz nahradit zvifeci sérum pro ptipravu MSC urenych pro klinické
studie [38].

Vysledky studii prokézaly, ze MSC mohou byt podédvany bezpecné a tspésné topickou injekci
klystyrem. Topicka injekce umoziuje piimou doddvku MSC do poskozené oblasti, kde jsou
pozadovany ptiznivé ucinky. Tyto nélezy jsou klinicky vyznamné, zejména z pohledu pouziti
MSC u téch pacienti, u kterych je CD komplikovana vyvojem pistéli a jejich necitlivosti k
soucasnym lécebnym postuptim. Klinické studie naznacily, Ze mistni injekce MSC v

submucosa u fistulizujicich 1€ézi ptiznivé ovliviiuje prognézu nemoci [38].
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4.3. Poruchy tvorby ¢ervenych krvinek

Mezi onemocnéni krve a kostni diené patii Casta i vzacna onemocnéni, vétsinou se ale jedna o
zévazné poruchy, vyzadujici specifickou 1écbu. Mezi nejcastéj$i onemocnéni patii anemie.
Transplantace kmenovych bun€k z pupecnikové krve se jevi jako atraktivni strategie v 1écbé

onemocnéni hematopoetického systému [44].

4.3.1. Aplasticka anemie

Aplastickd anemie (AA) je zavazna zivot ohrozujici porucha kostni dfené charakterizovana
selhanim kostni diené. Typickymi pfiznaky jsou pancytopenie, hypoplazie a tukova oka v
kostni dieni (Obrazek 12). AA se povazuje za poruchu zpisobenou imunitnim systémem, ktery
utoc¢i proti hematopoetickym kmenovym a progenitorovym buiikdm. AA je onemocnéni, U
kterého muze dojit k rozvinuti v jakémkoli veéku, pficemz neléCend zavazna AA je

smrtelna [45, 46, 47].
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Obrazek 12 - Biopsie kostni diené, hypoceluldarni kostni drien s velkym mnoZstvim tukovych bunéek [48].

Transplantace krvetvornych hematopoetickych kmenovych bunék se povazuje za primarni
1écbu AA. Nedostatek odpovidajicich darcti, odmitnuti Stépu a $patna imunitni rekonstituce
omezuji uspéch transplantaci HSC. Pokud neni sourozenecky darce k dispozici, je nutné
vysetiit histokompatibilni déarce z registru darcii kostni diené. UCB je alternativnim zdrojem
hematopoetickych kmenovych bunék pro transplantaci [46]. U pacientii bez kompatibilniho
darce byla v klinické praxi jako primarni postup pouzita imunosupresivni terapie (IST)
s antithymocytovym globulinem (ATG) a cyklosporinem A (CsA). Bohuzel mira recidivy
hlasend v téchto piipadech je vysokd. V jedné ze studii uvadéji, ze pacienti, ktefi dostavali

zvySeny IST plus transfuzi UCB, vykazovali vyssi i¢innost 1écby a sniZenou rychlost relapsu.
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V této studii byli dva pacienti s vaznou AA uspés$né 1é¢eni zvySenou imunosupresivni 1é¢bou

kombinovanou s darcovskou UCB [44, 45].

Mesenchymalni kmenové bunky izolované z kostni dfen¢, tukové tkané, pupecnikové krve a
ruznych fetdlnich tkani jsou dobfe znamy svou schopnosti opravit tkéan, podporovat
hematopoézu a modulovat imunitni a zanétové odpovédi. Nicméné mechanismy, kterymi MSC

vykazuji své terapeutické Gcinky, zistavaji neobjasnény [45].

Nekteré studie uvadi, ze alogenni MSC mohou byt bezpe¢né podany v infuzi pacientim s AA
a podporuji jejich hematopoetické zotaveni. Zatimco transfuze MSC muiZe podpofit a zlepsit
hematopoézu modulaci zanétlivého mikroprostiedi a distribuci podtypi T-bunék. Predpoklada
se, ze nerovnovaha bun¢k Thl a TH2 je zapojena do imunitni zprostfedkované destrukce kostni
dfené u pacientti s chronickou AA. Buitkky TH17 byly charakterizovany jako nova podskupina
T-bungk slouZicich jako imunitni efektory v ruznych prostiedich véetné zanétu, infekce a

autoimunity [45].

Studie popisuje pripady 2 pacientd, ktefi dostavali zvySenou transfuzi IST plus nesouvisejici
transfuze hematopoetickych kmenovych bun¢k z UCB. Tito pacienti vykazovali kompletni
hematologické zotaveni se zvySenou mirou smiSeného chimerismu a b&hem dvouletého

sledovaného obdobi neprokazali zadné znamky GVHD nebo relapsu [46].

V jiné studii byly MSC podavany intraven6zné 15 pacientim s chronickou AA a vysledky
ukazaly, ze MSC moduluji hladiny Thl, Tn2, Thl7 a Treg bunék, stejné jako cytokiny. Tato
studie ukazuje, ze transfuze MSC sniZila procenta bun€k Thl a TH17 a vyrazné zvysila procento
Treg bunék v periferni krvi. Analyza provedena jeden mésic po transfuzi MSC ukazala, ze

hladina hemoglobinu v séru se vyznamné zvysila [45].

V jiné studii byla pacientim poskytnuta zvySena imunosupresivni 1é¢ba a jako podplirna terapie
byla pouzita transfuze UCB. Pacienti rychle dosahli rekonstituce hematopoézy, celkova mira

preziti 3 let byla 92 %. Lécba byla oznacena jako intenzivni IST v kombinaci s transfuzi
UCB [46].

Zesilena imunosupresivni terapie kombinovana s transfuzi UCB muze byt klinickou moznosti
pro pacienty, u kterych chybi vhodny donor s HLA-shodou a mohou zvysit miru odpovédi
IST [46].
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4.4. Leukemie

Pojem leukemiec popisuje maligni onemocnéni hematopoézy, které vznikd na trovni
hematopoetické kmenové bunky. Je charakterizovano nekontrolovanou proliferaci
leukemickych blastli v kostni dieni a ztratou pfirozené krvetvorby. Leukemie se lisi svym
klinickym prabéhem, biologickymi vlastnostmi, progndézou a terapii. V soucasnosti je
nejlepSich terapeutickych vysledkti dosahovano pii 1é€bé akutni lymfoblastové leukemie
détského veéku a akutni promyelocytarni leukemie, kdy 90 % pacientd pfeziva pomyslnou
hranici péti let. AvSak u nekterych typt leukemii, jako naptiklad u akutni myeloidni leukemie
(Obrazek 13) starSich pacienti (v€k nad 60 let) pieziva pétiletou hranici pouze 15 %
nemocnych [49].

Leukemie délime podle postupu a vyvoje bun€k na akutni a chronické, a podle typu

leukemickych blastii na myeloidni a lymfoblastické leukemie.

Piiznaky leukemii byvaji obvykle nespecifické. Casté jsou projevy anemického syndromu,
znaky trombocytopenie, jako jsou drobna kozni krvaceni a snadna tvorba modfin, infekce jako
projev neutropenie a leukocytéza nad 50 000 x 10° leukocytt/l krve. Piedpokladem tisp&sné
1é¢by je véasna diagnostika [49].

>
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&

Obrazek 13 - Akutni myeloidni leukemie, natér aspirdatu kostni diené [49].

Ptirozeni zabije¢i (NK buiiky) jsou jiz dlouho povazovany za potencidlni kandidaty pro
imunoterapii a jejich vSestrannost je ¢ini atraktivnimi butikami pro jejich prozkouméni. UCB
je velmi zajimavym zdrojem pro bunécnou terapii pii zvazovani terapie NK bunék, a to diky

pfimé dostupnosti materialu a vysoké prevalenci NK bunék v UCB [50, 51].
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NK bunky jsou lymfocyty vrozeného imunitniho systému, které vykazuji cytotoxicitu vici
infikovanym nebo nddorovym bunkdm. Lidské NK buiky ptedstavuji 10-15 % lymfocytl
periferni krve a 15-30 % lymfocytd pupeénikové krve. Maji schopnost produkovat cytokiny
jako interferon-y (IFN-y) a tumor nekrotizujici faktor-o. (TNF-a) v reakci na podnéty [50, 51].

Na potencial NK buné¢k jako kandidati na 1écbu rakoviny bylo poprvé poukdzano v kontextu
haploidentické transplantace, kde byly spojeny se snizenym selhanim $tépu, snizenim GVHD,
relapsem a zvySenim celkového preziti. Funkce NK bunék jsou regulovany signaly vysilanymi
prostiednictvim aktivacnich a inhibi¢nich receptort. Na rozdil od T-bunék jsou NK bunky
schopny eliminovat cilové buiniky bez ptfedchozi stimulace. Nicméné stimulace NK bunék
cytokiny vede k jejich aktivaci a podpory funkce, zejména zvySena cytolyticka aktivita a
proliferace [50, 51].

Potencidlni vliv aloreaktivity NK buné€k na transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
navrhl americky doktor Nicholas Valiante. Prvni dikaz, Ze by alogenni NK buniky mohly mit
silnou antileukemickou aktivitu a dopad na vysledek haploidentické transplantace, vyplyva
z italské studie, ve které pripisuji NK buitkam veskerou reaktivitu proti leukemickym bunkam
a soucasn¢ snizeni rizika GVHD [52]. Jiné studie ukazaly, ze samotné alogenni NK burnky
mohou byt zaméfeny na rizné typy rakoviny, jako je akutni myeloidni leukemie, melanom,

karcinom ledvinovych bun¢k, Hodgkintiv lymfom nebo karcinom prsu a vaje¢nikt [50].

Je zajimavé, Ze NK burky jsou prvnimi lymfocyty, které se obnovuji po transplantaci HSC,
véetné transplantace pupecnikové krve. Kromé& toho jsou NK buniky klicovymi efektory

ucinnosti $tépu proti leukemii [50].

Imunoterapie je slibna 1é¢ba ruznych typt nadorti. UCB poskytuje zietelné vyhody a je stale
atraktivnéj$im zdrojem pro HSCT a bunécnou terapii. NK buiiky vykazovaly velky potencial
pii odstrafiovani riznych typt rakovinnych bunék in vitro a na zvifecich modelech. V
soucasnosti probiha nékolik klinickych studii, jejichz cilem je vyhodnotit bezpe¢nost a
proveditelnost pouziti NK buné¢k UCB jako produktu pro prevenci relapsu. Vysledky téchto
studii pomohou pochopit, jak maximalizovat prospéSny potencidl NK bunék UCB v 1écbé

hematologickych malignit a jinych nadora [50].
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5. Zavér

Vyuziti kmenovych bunék z pupecnikové krve ma ohromny potencial. Diky jejich schopnosti
diferenciace a sekrece mnoha trofickych faktort, které napomahaji regeneraci tkani, se z nich
stava velmi dalezity zdroj bunécné terapie. Potencialni vyhody lidskych kmenovych bun¢k
Z pupecnikové krve pro 1é¢bu a regeneraci jsou stale vice zpracovavanym namétem klinickych
studii a vice uznavany. Mechanismy funkéniho zotaveni organismu jsou cilem mnoha
soucasnych studii renomovanych védeckych tymii. Nevyhodou pupecnikové krve, jako zdroje
kmenovych bungk, je maly objem, a tudiz i maly pocet kmenovych bun¢k. I pfes rizné
kontrolované proliferace kmenovych buné€k, se zacind upfednostiiovat vyzkum kmenovych
bunck z tkané pupecniku. Mezi pupecnikovymi cévami je obrovské mnozstvi vyuzitelnych
mesenchymalnich kmenovych bunék. Tyto buiiky maji stejny diferenciac¢ni potencial jako
kmenové bunky pupe¢nikové krve. Jak uvadi tato prace, vyuziti kmenovych bunék je vyznamné
jak vregeneraci kostni dfen€, hematopoézy a mozkové tkané, tak i v podpirné 1é¢bé

autoimunitnich onemocnéni.

Odbornici v oboru tkanového inzenyrstvi, vyvoji bunéCnych terapii a vyzkumu vyuziti
kmenovych bungk tikaji: ,,Co plati dnes, nemusi platit zitra.“ Tak rychle progreduje vyzkum a

znalosti vyuziti kmenovych bunék, které maji do budoucna obrovsky terapeuticky potencial.
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