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Seznam zkratek

AD-MSC, adipose-derived mesenchymal stem cell, mezenchymalni kmenové buiiky izolované
z tukové tkané

anti-HuNu, anti-human nuclei antibody

BDNF, brain-derived neurotrophic factor, mozkovy neurotroficky faktor

bFGF, basic fibroblast growth factor, bazicky fibroblastovy ristovy faktor
BM-MSC, bone marrow-derived mesenchymal stem cell, mezenchymalni kmenové buiky
izolované z kostni diené

BRB, blood retinal barrier, hematoretinalni bariéra

CD, cluster of differentiation, diferenciac¢ni antigen

CRABP1, cellular retinoic acid-binding protein 1

CRBB2, crystallin beta B2

DM, diabetes mellitus

DR, diabetic retinopathy, diabeticka retinopatie

EDN2, endothelin 2 precursor

EGF, epidermal growth factor, epidermalni riistovy faktor

ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay

ERG, elektroretinografie

ESC, embryonal stem cell, embryonalni kmenové bunky

GAT3, GABA transporter type 3

GBP2, guanylate binding protein 2

GDNEF, glial cell line-derived neurotrophic factor, neutroficky faktor z glialni linie
GFAP, glial fibrillary acidic protein, gliovy fibrilarni kysely protein

GFP, green fluorescent protein, zeleny fluorescencni protein

HIF-1a, hypoxia-inductible factor-1 alpha

HGF, hepatocyte growth factor, ristovy faktoru pro hepatocyty

HSC, hematopoetic stem cell, hematopoetické kmenové bunky

ICAM-1, intracellular adhesion molecule-1, mezibuné¢na adhezivni molekula-1
IDO, indolamine 2,3-dioxygenase

IFN-y, interferon-y

iINOS, inducible nitric oxide synthase, indukovatelna syntaza oxidu dusnatého

IL, interleukin



1PSC, induced pluripotent stem cell, indukované pluripotentni kmenové bunky
LAMAS, lamin subunit alpha-5 gene

MAP2, microtubule-associated protein 2

MHC, major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex
MSC, mesenchymal stem cell, mezenchymalni kmenové bunky

NCSC, neural crest-derived stem cell, kmenové buiiky neuralni listy

NeuN, neuronal nuclear protein

NGF, nerve growth factor, nervovy ristovy faktor

NK, natural killer, pfirozeni zabijaci

NO, oxid dusnaty

NPDR, nonproliferative diabetic retinopathy, neproliferativni DR

PCR, polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

qPCR, quantitative polymerase chain reaction, kvantitativni polymerazova fetézova reakce

PDGF, platelet-derived growth factor, destickovy ristovy faktor

PDR, proliferative diabetic retinopathy, proliferativni DR

PKC, proteinkinaza C

ROS, reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

RP, retinitis pigmentosa

SSC, spermatogonial stem cell, spermatogenni kmenové bunky
TGF-B, transforming growth factor-B, transformujici ristovy faktor-3

Thl, T helper cell 1, pomocné T buiiky 1

TIMP 1, TIMP metallopeptidase inhibitor 1

TNF-a, tumor necrosis factor-a, faktor nekrotizujici nadory a

TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling, metoda
detekce apoptickych DNA fragmentil

UMSC, umbilical cord mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky z
pupecnikové krve

VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1, cévni adhezivni molekuly

VEGF, vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelovy rustovy faktor



Abstrakt

Diabeticka retinopatie je onemocnéni sitnice zpiisobujici nevratné poskozeni bunék a
tim 1 postupnou ztratu zraku. Souc¢asna 1écba je velice omezend a spojend s ¢etnymi vedlejSimi
ucinky. Nadéjnou moznosti 1écby degenerativnich onemocnéni sitnice je pouziti kmenovych
bun¢k. Existuji rizné typy kmenovych bunck. Patii mezi né¢ embryonélni kmenové buiiky,
indukované pluripotentni kmenové buriky a buiiky z dospélého organismu, mezi které mizeme
zafadit mesenchymalni kmenové buiiky (MSC, mesenchymal stem cells). MSC jsou buiky
nachazejici se témét ve vSech tkanich dospélého organismu. Mohou migrovat do mista
poskozeni, regulovat v sitnici prubéh zanétu, potlacit vznik fibrovaskulatnich jizev a nahradit
poskozené buiiky, jako jsou naptiklad nervové bunky, fotoreceptory a epitelidlni pigmentové

buniky. Aplikace MSC by tak mohla byt slibnou 1é¢bou pro degenerativni onemocnéni sitnice.

Kli¢ova slova: diabeticka retinopatie, kmenové buiiky, bunécna terapie



Abstract

Diabetic retinopathy is retinal disease causing irreversible cell damage and consequently
a loss of vision. Current treatment protocols have many limitations and are associated with
serious site effects. A possible treatment options for retinal degenerative diseases is a use of
stem cells. There are different types of stem cells. These include embryonal stem cells, induced
pluripotent stem cells and cells from an adult organism, among which we can include
mesenchymal stem cells (MSCs). MSCs can be found in almost all tissues of the adult organism.
MSCs can migrate to the site of damage, regulate development of inflammation in retina,
suppress the formation of fibrovascular scars and replace damaged cells such as nerve cells,
photoreceptors and epithelial pigment cells. Application of MSCs could be a promising

treatment for degenerative retinal diseases.

Key words: diabetic retinopathy, stem cells, cell therapy



Uvod

Diabeticka retinopatie (DR, diabetic retinopathy) patfi mezi doprovodna onemocnéni
diabetu a v soucasné dob¢ se fadi mezi nejcastéjsi pii¢iny poskozeni a nasledné ztraty zraku.
Dochazi pfi ni knaruseni bun€k sitnice, poSkozeni hematoretinalni bariéry, vzniku
fibrovaskularnich jizev a dal$im faktorim snizujicim schopnost vidéni. Nyné&jsi 1écba dokaze
pouze zpomalit rozvoj onemocnéni, jeji ti¢innost je navic znaéné omezena a vetSinou spojena
s dalsSimi komplikacemi. Jednou z perspektivnich moznosti 1éCby tohoto onemocnéni je
bunécna terapie vyuzivajici kmenové bunky.

Kmenové bunky jsou uz nékolik let studovany pro svou schopnost diferenciace v rizné
bunécné typy a jejich imunomodulacéni vlastnosti. Mzeme je rozdé€lit na embryonéalni kmenové
buitky (ESC, embryonal stem cell), indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSC, induced
pluripotent stem cell) a kmenové bunky z dospé€lého organismu. Mezi kmenové bunky
z dospélého organismu muzeme zafadit naptiklad mezenchymalni kmenové builkky (MSC,
mesenchymal stem cell), které se nachazeji téméf ve vSech tkanich. V soucasné dobé jsou MSC
Casto vyuzivany diky svym schopnostem produkovat celou fadu trofickych a rastovych faktord,
imunomodula¢nich molekul a cytokinti. Mohou navic putovat do mista poskozeni a
nahradit degenerované nebo chybéjici bunééné typy. Tyto vlastnosti jsou vyuzivany v bunééné
terapii. Aplikace kmenovych bunék by tak mohla byt slibnou 1écbou poskozeni sitnice pti DR.
MSC mohou nahradit poSkozené bunky jako jsou naptiklad nervové buiky, fotoreceptory a

pericyty a regulovat dalsi faktory zptisobujici zhorSeni kvality zraku.



1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) patii mezi nejcastéjSi metabolickd onemocnéni. Toto
onemocnéni miizeme rozdélit na dva zakladni typy. DM 1. typu je zplisoben postupnym
zanikem beta bunék Langerhansovych ostriivkll. Jedna se o chronické autoimunitni onemocnéni
s multifaktoridlnim projevem. Soucasna 1é¢ba zahrnuje dlouhodobé podavani inzulinu pomoci
inzulinovych pump nebo injekci. Nejednd se vSak o celkové vyléceni onemocnéni, ale pouze o
forma onemocnéni, kdy dochazi k nedostatecnému plisobeni inzulinu. U pacientti s timto typem
onemocnéni hraji dilezitou roli rizikovych faktorii genetické predispozice, Zivotni styl a jejich
vzajemna interakce. Onemocnéni je také casto spojeno s dal$imi komplikacemi jako je
diabetickd neuropatie, kardiovaskuldrni problémy a DR (Wu et al., 2014). DR se mize
vyskytovat u obou typti DM, ale rozvoj podobného onemocnéni je mozny i u pacientd, kterym

DM nebyl diagnostikovan (Venkatramani and Mitchell, 2004).

2. Diabeticka retinopatie

Sitnice slouzi ke snimani a pfedzpracovavani svételnych signali. Je slozena z n€kolika
rozdilnych bunéénych vrstev, které si signdly pfedavaji a vzajemné spolu komunikuji (Obr.1).
Prvni vrstvou jsou epitelidlni pigmentové buiiky, nasleduje vrstva ty€inek a Cipkl, poté zevni
jadrova vrstva, zevni plexiformni vrstva, vnitini vrstva jadrova, vnitini plexiformni vrstva,
vrstva gangliovych buné€k, vrstva nervovych vlaken, a nakonec vnitini ohranicujici membrana
(Alonso-Alonso and Srivastava, 2015). Poskozeni kterékoliv z téchto vrstev vede u pacientli
s DM k rozvoji DR.
onemocnéni mizeme rozdélit do dvou stadii. Prvnim stadiem je neproliferativni DR (NPDR,
nonproliferative diabetic retinopathy), kdy nedochézi v sitnici k neovaskularizaci. NPDR je
charakterizovéna pfedev§im vznikem mikroaneurysma a krvacenim sitnice. Druhé stadium je
proliferativni DR (PDR, proliferative diabetic retinopathy), pti které dochazi k tvorb€ novych
kapilar. NPDR vétSinou pfedchazi PDR (Mbata et al., 2017).

Dusledky DR mohou byt zavazné zmény ve vnimani barevného kontrastu a adaptaci na
tmu a zmény v elektroretinografii. Tyto symptomy se mohou vyskytnout jiz pfed klinickymi
projevy DR a jejich pficinou je dysfunkce neuronil v sitnici zapfi¢inéna piimym plsobenim

hyperglykémie nebo oxidativnim poskozenim (Park, 2016).
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Sitnice je jednou z nejvice metabolicky aktivnich tkéani, a proto vyzaduje vlastni krevni
zasobovani. Pericyty obklopujici krevni kapilary reguluji pratok krve, stabilizuji endotelové
buitky a zabezpecCuji ochranu ptfed hypoxii a zahdjenim angiogeneze. Pfi DR dochazi
v pocatecni tazi k zeslabovani stén cév a k tibytku pericyti, jejichZ snizeni je jednou z hlavnich
pticin rozvoje tohoto onemocnéni. Ztrata pericytli zptisobuje Spatné prokrveni, omezeni piisunu
kysliku a zivin, tvorbu makularniho edému a patologickou angiogenesi, coz nasledné vede
k hypoxii az ischemii. Existuje nékolik mechanisml ztraty pericytd. Pii DM dochazi ke
kumulaci Spatné€ syntetizovanych proteinit v endoplazmatickém retikulu a pomoci autofagie
pak dochazi k lysozomalnimu rozkladu proteinti. Studium mechanismi autofagie proto muize
byt vyuzito v terapii DR (Fu et al., 2016). Dal§im zptisobem ztraty pericytti mize byt apoptdza

zpusobena zvysenou aktivitou kaspazy-8 a kaspazy-3 (Feenstra et al., 2013).

Obrazek 1: Zakladni struktura sitnice. Zdola: cévnatka (1), epitelidlni pigmentové bunky (2), vrstva
tyCinek a Cipka (3), zevni jaddrova membrana (4), zevni plexiformni vrstva(5), vnitini vrstva jadrova (6), vnitini
plexiformni vrstva (7), vrstva gangliovych bunék (8), vrstva nervovych vlaken (9), vnitini ohranic¢ujici membrana

(10). (ptevzato a upraveno z Ding et al., 2017)

Hyperglykemie a nésledna produkce reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen
species) jsou jednou z nejvyznamnéjSich pfi¢in poskozeni sitnice u DR. K produkci ROS
dochazi ptedevSim v elektrotransportnim fetézci mitochondrii, diky Spatnému metabolismu
zapticinénému hyperglykemickymi stavy (Ali et al., 2008). Stoupajici koncentrace ROS
poskozuje lipidy, proteiny a nasledné¢ i DNA buné¢k, coz mlze vést az k jejich apoptoze.

V sitnici jsou nachylné predevsim gangliové a gliové bunky, u kterych dochazi oxidativnim
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poskozenim k programované bunécné smrti (Martin et al., 2004). DalSim moZnym zdrojem
ROS muize byt endoplazmatické retikulum pfi prenosu elektronil a pti Spatném sbaleni proteint
nebo v disledku vyc€erpani glutathionu. Zvysena hladina ROS také mtize vést pies drahu poly
(ADP-rib6za) polymerdzy a snizeni aktivity glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenéazy k tvorbé
hexosaminu a glykovanych proteinti, které napomahaji indukci oxidativniho stresu. Vysoka
koncentrace ROS ddle vede k aktivaci proteinkinazy C (PKC), kterd je schopna zpusobit
naptiklad sniZzeni endotelidlni syntdzy oxidu dusnatého vedouci k vasodilataci, a naopak
zvyseni vasokonstrikéniho faktoru endothelin-1. ZvySeni koncentrace glukézy prispiva také
k tvorb¢  sorbitolu  pomoci  aldoéza-reduktazy. Tim  dochazi ke  spotiebé
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu, ktery je potiebny pro regeneraci bunécnych
antioxidantli. Touto cestou pak dochézi v buiikach k vétsi nachylnosti poSkozeni oxidativnim

stresem (Obr. 2) (Brownlee, 2005; Masuda et al., 2017).

Neproliferativni DR Proliferativni DR
epitelidlni
pigmentové buiiky )
1 Paraflammation Zénét
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Cipla Poskozeni neuront

Zangt
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Obrazek 2: Pribéh DR. Béhem NPDR dochazi predevsim ke ztraté pericytl a vzniku mikroaneurysmat.
Pi PDR dochazi k tvorbé novych kapilar. (pfevzato a upraveno z Fiori et al., 2018)

Vysoka koncentrace reaktivnich forem kysliku stimuluje a aktivuje HIF-1a (hypoxia-

inductible factor-1 alpha), ktery indukuje expresi vaskuldrniho endotelového riistového faktoru
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(VEGF, vascular endothelial growth factor). Chronicka produkce VEGF zvySuje permeabilitu
cév a angiogenesi, coZ nasledné prispiva k rozvoji DR a tvorbé fibrovaskularnich jizev (Megaw
and Dhillon, 2014). Zvysena produkce ROS v disledku hyperglykémie ovliviiuje endotelové a
zaroven 1 nervové bunky sitnice. Vede také k produkci dalSich rustovych faktort, jako je
naptiklad nervovy rustovy faktor (NGF, nerve growth factor), mozkovy neurotroficky faktor
(BDNF, brain-derived neurotrophic factor) a neutroficky faktor z glialni linie (GDNF, glial cell
line-derived neurotrophic factor) (Ezquer et al., 2016).

Hematoretinalni bariéra (BRB, blood retinal barrier) zajist'uje v sitnici homeostazi a tim
také pomaha udrzovat jeji imunologickou privilegovanost. BRB je sloZzena ze dvou vrstev
tésnych spoju (tight junction) a jeji propustnost miize byt ovliviiovana napiiklad oxidativnim
stresem, VEGF nebo zanétem (Minhas et al., 2016). Zanét u DR se projevuje na mikroskopické
urovni a je charakterizovan zvySenou produkei faktoru nekrotizujiciho nadory o (TNF-a, tumor
necrosis factor-a), VEGF a navySenou expresi mezibunééné adhezivni molekuly-1 (ICAM-1,
intracellular adhesion molecule-1), cévni adhezivni molekuly (VCAM-1, vascular cell adhesion
molecule-1) a dalSich molekul. Tyto faktory dale zvysuji prilnavost leukocytti a makrofagt ke
kapilaram, coz muze vést k cévni dysfunkci a tim ke zhrouceni BRB, pfed¢asné bunécné smrti
a ischemii (Das, 2016). Tyto a dalsi faktory zhorSuji poruchy vidéni, coz mlize vést nasledné

az k oslepnuti.

3. Soucasna lécba diabetické retinopatie

Soucasna 1écba DR zahrnuje regulaci krevniho tlaku, hladiny glukosy a lipidd,
laserovou fotokoagulaci a vitrektomii. Farmakologickd lécba je zaloZena na potlaceni
biochemickych mechanismil spojenych s rozvojem DR, jako je oxidativni stres, angiogeneze a
aktivace PKC (Das, 2016). DalSi moZnosti se ukazalo pouziti protilatek anti-VEGF, které
mohou selektivné zablokovat VEGF a tak zmirnit rozvoj neovaskularizace. Pouziti inhibitort
VEGEF vsak nemé dlouhodobou u¢innost a mize byt doprovazeno dal§imi neptiznivymi projevy
(Salam et al., 2011). Z chirurgickych metod je v pokroc¢ilém stadiu DR vyuzivana laserova
fotokoagulace. Tato metoda je pfi v€asném pouZziti i€inna pro zpomaleni ztraty zraku a zrakové
ostrosti. Souvisi vSak s komplikacemi, kdy mize dochézet k poSkozeni tkan¢ sitnice, redukci
zorného pole, zhorSeni zraku a akutnimu glaukomu (Ezquer et al., 2014). Vitrektomie se
provadi pfi zakrvaceni sklivce a tento zakrok je casto doprovazen riznymi komplikacemi, jako
je Sedy zakal nebo neovaskularizace duhovky. Usp&inost je také zavisla na zavaznosti

onemocnéni. VéEtSina pouzivanych metod je invazivni a vhodna ptedevSim pro pacienty v
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pocatecnich stadiich onemocnéni. Slibnou 1é€bou DR a obecné poSkozeni sitnice se jevi pouziti
kmenovych bun¢k, které by mohly nahradit chybéjici bunky, podpofit regeneraci tkan¢ a

potlacit zanétlivou reakci v misté poSkozeni.

4. Kmenové burky

Kmenové buiiky jsou pfitomné ve vétsing tkani a zahrnuji rozdilné bunécné populace,
které jsou charakteristické schopnostmi neustalé sebeobnovy a zaroven diferenciace na jiné
bunécné typy. Z jedné kmenové buitky vznika délenim novd kmenova bunka a zaroven bunka
dcefind, ktera se dale diferencuje. Populace kmenovych bunék se za normalnich okolnosti déli
pomalu, pii poskozeni vSak vlivem signdlu dochézi k jejich rychlému déleni a diferenciaci.
Kmenové buiiky se dale vyznacuji svoji snizenou imunogenicitou, ktera je zptisobena nizkou
expresi ¢i absenci molekul hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC, major
histocompatibility complex) a absenci exprese kostimula¢nich molekul. Diky tomu také
nevyvolavaji proliferaci alogennich lymfocytii v tkanové kultute. Kmenové buiikky mizeme

rozdélit na ESC, iPSC a kmenové bunky z dospélého organismu (Mahla, 2016).

4.1. Embryonalni kmenové buiiky

ESC jsou pluripotentni a snadno se diferencuji na jakykoliv bunéény typ dospélého
jedince. Ziskavaji se z blastocysty zarodku. Problém vSak pfedstavuje jejich CcCasty
nekontrolovatelny rst a moZznost tvorby teratomil v organismu. Jejich pouziti je také zna¢né
omezeno etickymi problémy spojenymi s jejich ziskdvanim (Gong et al., 2014; Kanji and Das,

2017).

4.2. Indukované pluripotentni kmenové burky

1PSC jsou ptipravovany in vitro ze somatickych bun¢k dospélého organismu, do kterych
jsou vneseny geny pro 4 transkripéni faktory Oct4, Sox2, KIf4 a cMyc (Takahashi and
Yamanaka, 2006). Jejich vyhodou je moZnost autologni transplantace a také eliminace etickych
problémt, které se vyskytuji u ESC. Jejich nevyhodou je vSak pouziti virovych vektort pti

jejich ptipraveé a moznost tvorby teratomt (Zomer et al., 2015).
4.3. Kmenové buriky z dospélého organismu
Kmenové buniky z dospélého organismu se nachazeji prakticky ve vSech tkanich.

Existence téchto bunck byla prokazana v mnoha organech, jako je kostni dfen, mozek, kiize,
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svaly, srdce, krev a dals$i. Jejich funkci je pravdépodobné zachovani homeostaze a tkanova
regenerace. Mezi kmenové bunky s terapeutickym potencidlem mizeme zatadit
hematopoetické kmenové bunky (HSC, hematopoetic stem cell), které zajiStuji tvorbu
erythroidni, lymfoidni a myeloidni bunééné linie. Jsou vyuzivané pii [écbé ftady
hematologickych a imunologickych onemocnéni. Jejich zdrojem pfi transplantacich jsou kostni
dren, pupecnikova a periferni krev. Jinym typem kmenovych bunék z dosp€lého organismu
jsou napftiklad kmenové bunky neurdlni listy (NCSC, neural crest-derived stem cell). Jsou to
bunky ptivodné se nachazejici béhem vyvoje na dorsalnim okraji neuralniho valu. V pozdé¢jsich
stadiich je schopnost déleni NCSC omezena, piesto je stdle mozné nalézt tyto bunky v
dospélych tkanich, jako jsou tkan¢ periferniho nervového systému, ganglia dorzalniho kotfene
a stfeva. Dale zde mizeme zaradit spermatogenni kmenové bunky (SSC, spermatogonial stem
cell), které jsou zarodecnou linii spermatogeneze. Jedna se o unipotentni buiikky neustale
produkujici diferencované dcetiné builkky (Ng and Yung, 2015). DalSim typem kmenovych

bun¢k z dosp€lého organismu jsou MSC, které jsou Casto vyuzivany v riznych studiich.

4.4 Mesenchymalni kmenové buiiky

MSC miZeme nalézt v celé fadé tkani jako je naptiklad kostni dien, tukova tkan,
pupecnikova krev a dalsi (Ding and Shyu, 2011). Pro charakterizaci MSC byla stanovena
Mezinarodni spole¢nosti pro bun&fnou terapii zakladni kritéria. Jednim z nich je exprese
diferenciacnich antigent (CD, cluster of differentiation) CD73, CD90, CD105 a naopak
absence hematopoetickych znakti CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a a molekul MHC
2. tfidy. Dale musi za standartnich kultiva¢nich podminkéch vykazovat adherenci k plastovému
povrchu a in vitro se diferencovat na adipocyty, chondroblasty a osteoblasty (Dominici et al.,
2006).

Pro bunécnou terapii je dilezitd diferenciace MSC v rozdilné bunécné typy. Kromé
adipocytti, chondroblastii a osteoblasti se mohou diferencovat v riznych podminkéach na
nervové bunky, svalové bunky, tukové buiiky a mnohé dalsi (Ding and Shyu, 2011).

MSC maji imunomodulaéni vlastnosti, diky kterym mohou regulovat imunitni odpovéd'.
Produkuji celou fadu imunomodula¢nich molekul, jako je napiiklad oxid dusnaty (NO) (Sato
et al., 2007), cyklooxygenaza-1 a cyklooxygenaza-2 zajiSt'ujici tvorbu prostaglandinti (Ryan et
al., 2007), hem-oxygenaza-1 (Chabannes et al., 2007), transformujici riistovy faktor-B (TGF-j,
transforming growth factor ), prostaglandin E2 (English et al., 2009) a rlstovy faktoru pro
hepatocyty (HGF, hepatocyte growth factor) (Neuss et al., 2004). Lidské MSC dale potlacuji

imunitni odpovéd’ produkci IDO (indolamine 2,3-dioxygenase), ktera hraje dileZitou roli
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v inhibici T lymfocytd, inhibici maturace dendritickych buné€k a proliferaci NK (natural killer)
bun¢k (Meisel et al., 2011). Kromé lidskych MSC byla produkce IDO prokazéna i u MSC
izolovanych z opice a prasete. Naopak MSC z mysi, krys, kiecka a kréalika exprimuji
indukovanou syntézu oxidu dusnatého (iNOS, inducible nitric oxide synthase) (Su et al., 2014).
Déle produkuji naptiklad interleukin-6 (IL-6) a IL-10, a u lidi imunomodula¢ni molekuly
lidského leukocytarniho antigenu G5 (Selmani et al., 2008).

MSC v prostiedi se zvySenou hladinou interferonu-y (IFN-y) a jinych prozanétlivych
faktori mohou zptisobit inhibici T bun€k pomoci produkce galektinu-9 (Gieseke et al., 2013).
Krom¢ toho ovliviuji rovnovahu mezi pomocnymi T bunikami 1 (Thl, T helper cell) a Th2
buitkami, a to ve prospéch odpovédi Th2 (Aggarwal and Pittenger, 2005). Dale ptsobi na T
lymfocyty pomoci zastaveni jejich bunééného cyklu v GO/G1 fazi (Glennie et al., 2005)

MSC se také podileji na snizeni proliferace B bunék zastavenim G0/G1 faze bunécného
cyklu a indukci apoptodzy. SniZzuji jejich schopnost chemotaxe a inhibuji produkci IgM, IgG a
IgA protilatek (Corcione et al., 2006).

Dal$i moznosti regulace imunitni odpovédi je inhibice migrace dendritickych bun¢k a
jejich prezentace antigent (English et al., 2008). MSC mohou modulovat maturaci a funkci
dendritickych bun¢k pomoci sekrece cytokinii klicovych pro jejich vyvoj. Jedna se o
reversibilni proces, kdy MSC ovliviiuji diferenciaci monocytt v dendritické buiiky a reguluji
expresi CDla, CD86, CD80. Zaroven potlacuji sekreci IL-12 dendritickymi buitkami (Jiang et
al., 2005). MSC pusobi inhibi¢né také na NK buiiky a reguluji jejich cytotoxicitu a proliferaci
(Spaggiari et al., 2008).

4.5 Mesenchymalni kmenové buiiky tukové tkané a z kostni diené

Pro regenerativni medicinu se v posledni dobé zdaji byt vyhodné ptedev§im MSC
tukové tkan€ (AD-MSC, adipose-derived mesenchymal stem cell) a kmenové bunky ziskané
z kostni dien¢ (BM-MSC, bone marrow-derived mesenchymal stem cell).

Velkou vyhodou AD-MSC je snadny pftistup k jejich ziskani, ktery je minimalné
invazivni a je mozné jej opakovat (Frese, 2016). Stejné jako BM-MSC jsou i AD-MSC schopné
imunomodulace a inhibice diferenciace bunék imunitniho systému Na rozdil od BM-MSC je
vSak jejich uroven sekrece nékterych imunomodulaénich cytokind, jako je naptiklad IL-6 a
TGF-B, vyssi. AD-MSC mohou podobné jako BM-MSC ptesmérovat imunitni odpovéd’ od Th1
k Th2 typu (Melief et al., 2013). Neékteré studie ukézaly, Ze proliferacni schopnosti AD-MSC

jsou na rozdil od BM-MSC méné¢ zavislé na stari bunck (Beane et al., 2014).

16



5. Experimentalni modely
5.1 Priklady in vitro a in vivo diferenciace MSC v nervové buiiky a burky sitnice

Poskozeni a ztrata nervovych bunék sitnice je jednou z pticin rozvoje DR. Diferenciace
kmenovych bun¢k v nervové buiiky byla prokdzana in vitro v nékolika pracich. Morfologické
zmeény byly pozorovany u mysich i lidskych AD-MSC, které byly vystaveny indukénimu médiu
obsahujicimu butylhydroxylanisol, kyselinu valproovou, forskolin, hydrokortizon a inzulin.
Postupné dochazelo k diferenciaci a tvorbé sférickych struktur s vybézky u obou typi bunék.
Po 5 — 6 hodinéch doslo k velkému pteskupeni v cytoskeletu a membranach diferencujicich se
bun¢k (Safford et al., 2002). V dalsi praci byly studovany mysi AD-MSC. Pii kultivaci
v diferenciacnim médiu, které bylo pouzito v ptedchozi studii, zacala vétSina bun€k vykazovat
rychlé zmény v morfologii a dochédzelo k formovani kompaktniho kulovitého tvaru s vybézky.
Pted expozici indukénimu médiu vykazovaly mysi AD-MSC nizkou expresi nestinu, synapsinu
I a znaku pro napétove fizeny vapnikovy kanal Pan a-1. Po vystaveni diferenciacnimu médiu
doslo k nérGstu exprese nestinu, nartstu gliového fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP, glial
fibrillary acidic protein), navySeni exprese PB-tubulinu III, MAP2 (microtubule-associated
protein 2) a NeuN (neuronal nuclear protein) (Safford et al., 2004). v dalsi praci se mysi AD-
MSC béhem par hodin po neurdlni indukci zformovaly do bunck s bipolarnimi nebo i
multipoldrnimi vyb&zky, z nichz nékteré vytvotily mezi sebou kontakty (Obr. 3). Po indukci se
také zacaly tvofit mikrotubuly a ten¢i aktinova mikrofilamenta (Fujimura et al., 2005).

Ve studii srovnavajici diferenciaci lidskych a mySich AD-MSC byly pomoci
imunohistochemie 24 hodin od zafatku indukce pozorovany u mySich AD-MSC zvySené
hladiny GFAP, nestinu a NeuN. GFAP bylo nalezeno v cytoplazmé 1 jadrech vétSiny bunék. U
lidskych AD-MSC doslo k podobnym zménam. Pfed poc¢atkem indukce nevykazovaly expresi
nestinu nebo NeuN, ale exprimovaly velmi malé mnozstvi intermedialnich filament. Po 24
hodinach od indukce doslo u hladin téchto faktorti k velkému nartstu (Safford et al., 2002).
Mysi AD-MSC, které po indukci vytvotily bipolarni vybézky, exprimovaly nestin, zatimco ty
s multipolarnimi vybézky exprimovaly MAP2 nebo neurofilamenta-70, ale exprese nestinu u

nich zaznamendna nebyla (Fujimura et al., 2005).
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50 um

Obrazek 3: Diferenciace kmenovych bun€k. Primarni nediferencovana kultura AD-MSC — svételny mikroskop
(A). Primarni nediferencovana kultura AD-MSC — fluorescen¢ni mikroskop (B). Diferenciace AD-MSC 24 hodin
po inkubaci s indukénim médiem — svételny mikroskop (C). Diferenciace AD-MSC 24 hodin po inkubaci

s indukénim médiem — fluorescen¢ni mikroskop (D) (pfevzato a upraveno z Fujimura et al., 2005).

Tyc€inky a €ipky v sitnici reaguji na dopad svétla a zajist'uji barevné a ¢ernobilé vnimani.
Jejich poskozeni béhem rozvoje DR tak vyrazné zhorSuje kvalitu vidéni. Proto je jejich
nahrazeni dlilezitou souc¢asti 1¢é¢by tohoto onemocnéni. U mysich MSC byla in vitro indukovana
diferenciace taurinem, epidermalnim ristovym faktorem (EGF, epidermal growth factor) a
activinem A. Cast bunék exprimovala specifické znaky pro fotoreceptory rodopsin, CRABP1
(cellular retinoic acid-binding protein 1) a nestin. Nebyly vSak nalezeny zZadné buriky, které by
byly pozitivni na PKC (Kicic et al., 2003). Lidské BM-MSC byly in vitro kultivovany
s lidskymi buiikami sitnicového pigmentového epitelu. BM-MSC vykazovaly dendritické tvary
s dlouhymi vybezky. Takto diferencované bunky byly pozitivni na PKC a opsin, které ptivodni
nediferencované BM-MSC nevykazovaly (Chiou et al., 2005). Mysi BM-MSC po diferenciaci
v prostiedi simulujicim zanétlivou reakci sitnice exprimovaly znaky typické pro Miillerovy
buiiky, epitelidlni pigmentové bunky, horizontalni a bipolarni butiky a fotoreceptory. Exprese
téchto znaktl byla zvySena v ptitomnosti IFN-y (Hermankova et al., 2017). V dalsi studii byly

mys$i BM-MSC subretindlné¢ podany do jednoho oka potkana s degeneraci sitnice, zatimco
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druhé oko slouzilo jako kontrola. Po 4 tydnech byla u lé¢ené oblasti zevni ohranicujici
membrana dvakrat siln¢jsi nez u kontrolni oblasti. Stejny vysledek byl i 8. tyden po aplikaci.
V misté vpichu byla ndpadné vidét ochrana fotoreceptori. Pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR, polymerase chain reaction) pak byla pozorovéna u sitnice s aplikovanymi BM-
MSC vyssi exprese mysich genit Crx a recoverinu, typickych pro fotoreceptory, nez u kontrolni
skupiny. Tyto geny vSak exprimovaly bunky piijemce, a ne darcovské BM-MSC (Inoue et al.,
2007).

Lidsk¢é MSC byly studovany pro jejich schopnost diferencovat se v epitelialni
pigmentové bunky. Po indukci v diferenciacnim médiu byly u téchto bunék zaznamenany
exprese bestrophinu, cytokeratinu 8 a cytokeratinu 18. Tyto znaky jsou typické pro epitelidlni
pigmentové bunky (Vossmerbacumer et al., 2009). U potkanii s poskozenou sitnici, kterym
byly subretindlné podany alogenni BM-MSC, byly pozorovany u transplantovanych bunék
znaky charakteristické pro fotoreceptory i pro epitelialni pigmentové buiiky (Huo et al., 2010).

V jiné studii byly potkantim s poskozenou sitnici podany intravitrealn¢ alogenni BM-
MSC. Po 8 tydnech od transplantace byly vnesené bunky nalezeny v zevni ohranicujici
membrang, vnitini ohranicujici membrané a ve vrstvé gangliovych bunék. Aplikované BM-
MSC, které se nachazely v zevni ohranicujici membrané, vykazovaly schopnost diferenciace
ve fotoreceptory a bipolarni buniky, diky expresi rhodopsinu a parvalbuminu. V této studii vSak
nebyly nalezeny Zadné bunky, které by vykazovaly znaky pro epitelidlni pigmentové buiiky

(Castanheira et al., 2008).

5.2 Migrace a integrace MSC do sitnice

Pti pouziti kmenovych bune¢k je dulezita jejich schopnost lokace a distribuce do mista
poskozeni. Po alogennim podani MSC intraven6zné do ocasni zily bylo u mysi s poskozenou
sitnici pomoci laseru nalezeno jen velmi malé mnozstvi vnesenych bunck v subretindlnim
prostoru nebo na sténach kapilar sitnice (Jiang et al., 2014).

Po intravitredlni aplikaci lidskych AD-MSC mySim s DR byla po 7 dnech od injekce
velkd ¢ast kmenovych bungk nalezena v t&sné blizkosti cévniho zasobeni sitnice. Cast mysi
s DR byla po podani lidskych AD-MSC znacenych zelenym fluorescenénim proteinem (GFP,
green fluorescent protein) ponechana 21 dnd. Po této dobé byly darcovské kmenové bunky
nalezeny prevazné v oblasti hostitelskych kapilar. U zdravych jedinci byly pozorovany
podobné vysledky, pocet kmenovych bunék byl vSak v oblasti kapilar vyznamné nizsi

(Rajashekhar et al., 2014).
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V dalsi studii pfi pouziti mySich AD-MSC ze zdravych jedinci a zjedinct
s indukovanym DM nebyly pfi intravitredlnim podani mySim zaznamenany zadné rozdily v
jejich inkorporaci do sitnice, ale jejich lokalizace v oblasti cév byla rozdilnd. Pfi intravitredlnim
pouziti mySich AD-MSC izolovanych ze zdravych jedinct bylo pfiblizné 60% pozorovanych
bunék nalezeno v perivaskularni oblasti. Podobna lokalizace byla pozorovana i u mySich AD-
MSC izolovanych z jedinct postizenych DM. V tomto piipad¢€ se jich v perivaskularni oblasti
nachazelo méné, coz signalizuje preferenci organismu ke zdravym kmenovym bunkam (Cronk
etal., 2015).

Pfi intravendznim podani lidskych AD-MSC mysim s vyvolanym DM byly po prvnim
tydnu od aplikace detekovany kmenové buniky pomoci protilatky anti-HuNu (anti-human nuclei
antibody) predevsim v zevni ohranicujici membrané. Naopak méné jich bylo ve wvnitini
ohranicujici membrané a ve vrstvé gangliovych bunék sitnice. Lidské AD-MSC byly schopny
diferencovat se ve fotoreceptory i astrocyty. Podobné¢ vysledky byly pozorovany i v dalSich
tydnech od aplikace, ale po¢et AD-MSC se postupné snizoval (Yang et al., 2010).

Po intravitredlni aplikaci mySich BM-MSC znacenych pomoci GFP, byly tyto buiky
nalezeny v sitnici u mysi s vyvolanym DM piedevS§im ve vnitini ohranicujici membrané a ve
vrstvé gangliovych bungk. Podstatné méné BM-MSC bylo lokalizovano v zevni ohranicujici
membrang sitnice. V kontrolnim zdravém oku byly za stejnych podminek kmenové bunky

taktéz nalezeny v sitnici, bylo jich vS§ak mén¢ (Cerman et al., 2016).

5.3 Regulace produkce neurotrofnich a proangiogennich faktorii pomoci MSC

K poskozeni nervovych bun¢k u sitnice postizené DR piispiva také snizeni produkce
rastovych faktorti jako je napiiklad NGF. Kontrolni skupina zdravych mysi vykazovala
pozitivni expresi NGF piedevsim ve vrstvé gangliovych bunék, slabéji pak v ostatnich vrstvach
sitnice. U skupiny nelécenych mysi doslo po dvou tydnech od indukce DR ke zvySeni exprese
NGF v kazdé vrstvé sitnice. Po 4 tydnech se vSak zacaly hodnoty snizovat a po 8. tydnech uz
byly nizké. U skupiny mysi s DR, kterym byly podany intravitrealné lidské kmenové buiky
izolované z pupecnikové krve (UMSC, umbilical cord mesenchymal stem cells) doslo po dvou
tydnech k zvyseni produkce NGF a jeho hodnota dale stoupala az do 8. tydne od podani. U
skupiny, které byla podana vétsi koncentrace UMSC byl nariist znatelnéjsi. Béhem 2. tydne
byly hodnoty exprese NGF u l1écenych i nelécenych jedinci s DR téméf stejné, rozdily se zacaly
objevovat az béhem 4. tydne od podani (Kong et al., 2015).

Hladiny neurotrofnich faktort, jako je NGF, GDNF a bazicky fibroblastovy ristovy
faktor (bFGF, basic fibroblast growth factor) byly 4. a také 12. tyden od intravitrealniho podani
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mysich MSC u mysi s DM zna¢né zvysené na irovni mRNA. Hodnota NGF a bFGF byla vyssi
oproti zdravym jedinciim i po 12. tydnech od aplikace a hladiny téchto faktori byly pozorovany
zvySené 1 na urovni proteintl. To v§ak mohlo byt zpiisobeno i samotnou hostitelskou tkéani, ktera
timto zptisobem mohla reagovat na transplantované alogenni MSC. Po 4. a 12. tydnu od podani
MSC nebyly u jedinci s DM ve srovnéani se zdravymi jedinci pozorovany zmény na urovni
mRNA proangiogennich faktort VEGF-a, angioproteinu-1 a destickového rtstového faktoru
(PDGF, platelet-derived growth factor). Naopak bylo pozorovano vyznamné navySeni mRNA
anti-angiogenetického faktoru trombospodinu-1 u nemocnych jedincii. Pomoci metody ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) bylo také potvrzeno zvyseni trombospodinu-1 na trovni

proteint (Ezquer et al., 2016).

5.4 Vliv MSC na potlaceni fibrovaskularnich jizev

Vznik fibrovaskularnich jizev zhorSuje u DR kvalitu vidéni. U mysi s poSkozenou sitnici
laserem byl sledovan vliv kmenovych bun¢k na expresi GFAP. Pii intravenéznim podani
mySich MSC nebyla pozorovana zvysena exprese GFAP, zatimco u nelé¢ené skupiny doslo
k jejimu nértstu 7. den po poskozeni sitnice (Jiang et al., 2014).

U mysi s DR byly zaznamenany zvySené hodnoty vimentinu a GFAP, které souvisely
s tvorbou fibrovaskuldrnich jizev. Pomoci imunohistochemické analyzy byly porovnavany
hodnoty exprese téchto proteinti po intravitrealni aplikaci mySich BM-MSC u sitnice postizené
DR au zdravé sitnice. U jedincii s DR 1é€enych pomoci kmenovych buné€k doslo k ¢astecnému
poklesu exprese obou faktorti. Pti aplikaci BM-MSC do zdravé sitnice bylo pozorovano snizeni
GFAP, ale naopak produkce vimentinu byla po podani kmenovych bunék vyssi nez u kontrolni

skupiny (Obr. 4) (Cerman et al., 2016).

5.5 Vliv MSC na regulaci zanétu

Dalsim faktorem vyskytujicim se béhem rozvoje DR je tvorba zanétlivé reakce.
Kmenové buniky maji mnohé imunomodulaéni vlastnosti, kterymi mohou tuto nezaddouci reakci
potlacit. Potkaniim s poskozenou sitnici byly intravitrealné podany alogenni BM-MSC. Sedmy
den od aplikace byl v krvi potkanti zaznamendn pokles lymfocytli. Snizeni poctu monocyti
bylo v krvi zaznamenéano uz 3. den od podéani (Bakondi et al., 2017).

U mysi s DM byly v sitnici pozorovany pomoci qPCR (quantitative PCR) zvysSené
hladiny CCL2, ICAM-1, EDN2 (endothelin 2 precursor), TIMP1 (TIMP metallopeptidase
inhibitor 1), CRBB2 (crystallin beta B2), GAT3 (GABA transporter type 3), LAMAS (laminin
subunit alpha-5 gene) a GBP2 (guanylate binding protein 2). Tyto faktory se vyskytuji ve
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zvySenych hladindch v sitnici béhem zéanctu. Po intravitreadlnim podani lidskych AD-MSC
doslo po 7 dnech k snizeni jejich mnozstvi a tim i ochrané¢ oka proti zanétu (Rajashekhar et al.,
2014). V dalsi studii byl u potkant s ischemii sitnice zaznamenan po intraven6zné podanych
alogennich BM-MSC pokles prozanétlivych cytokint IL-6, IL-1 a TNF-a (Mathew et al.,
2017).

Zdravé oko +
fyziologicky roztok . Zdravé oko + BM-MSC

Diabetické oko +
f}'IlO]OglC]L}" roztok Diabetické oko + BM-MSC

DS . b

Vimentin

GFAP

Obrazek 4: Vliv MSC na expresi vimentinu a GFAP. Exprese vimentinu u zdravych mysi s podanym
fyziologickym roztokem (A), u zdravych mysi s transplantovanymi BM-MSC (B), u mysi s DR, kterym byl podan
fyziologicky roztok (C) a u mysi s DR, kterym byly podany BM-MSC (D). Exprese GFAP u zdravych mysi
s podanym fyziologickym roztokem (E), u zdravych mysi s transplantovanymi BM-MSC (F), u mysi s DR, kterym
byl podan fyziologicky roztok (G) a u mysi s DR, kterym byly podany BM-MSC (H) (ptevzato a upraveno z
Cerman et al., 2016).

5.6 Vyuziti MSC k regulaci hladiny glukézy a arovné ROS

Jednou z hlavnich pfi¢in DR je zvySend hladina glukézy zpisobujici predevsim
nadmérnou produkci ROS, a proto jsou metody 1écby Casto cilené na jeji regulaci. Pti
intravendznim podani lidskych AD-MSCs mySim byla zaznamenéna béhem 4 tydni sniZzena
hladina glukozy oproti neléCenym jedinctim, piesto vSak byla stale vyssi nez u kontrolni zdravé

skupiny (Yang et al., 2010). Pomoci MTT testu a ménicich se davek glukozy bylo pozorovano
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in vitro, ze lidské AD-MSC mohou odolat stresu zptisobenému zvysSenou hladinou glukézy,
aniz by dochéazelo ke zmén¢ proliferace a jejich schopnosti prezivani. Vysoké davky glukozy
neindukovaly v lidskych AD-MSC aktivaci kaspazy-3, kterd se podili na apoptdze
(Rajashekhar et al., 2014).

U jedinct s indukovanym DM bylo sledovano navyseni trovné ROS. To korelovalo
s lipidickou peroxidaci v sitnici, ale nebylo dostatecné k detekci oxidativniho poskozeni na
tirovni DNA a proteind. Ctyfi a 12 tydnu po intravitredlnim podani mysich MSC byly sledovany
hodnoty hladiny ROS a dalSich ukazatelii oxidativniho poSkozeni. Aplikace mySich MSC
indukovala nevyznamné snizeni urovné ROS v sitnici. Zaroven vSak byla pozorovana redukce
peroxidace lipid po 4 i 12 tydnech od podéni. Tato redukce se blizila az k Grovni zdravych

jedincti (Ezquer et al., 2016).

5.7 Utinek MSC na stabilitu BRB

Dal$im moznym cilem 1é¢by DR je ochrana BRB a zajisténi zmirnéni jeji propustnosti.
U mysi, kterym byla indukovana DM byly po 12 tydnech podany intravendzné lidské AD-MSC.
Po 1 tydnu od aplikace byly zaznamenany znateln¢ niz§i hodnoty poSkozeni BRB nez u
nelééenych jedinci. Ctyfi tydny od podani byly tyto rozdily jesté patrngjsi a poskozeni BRB
bylo témét eliminovano (Yang et al., 2010).

V dalsi studii pfi intravitrealnim podéni lidskych AD-MSC mySim s indukovanou DR
doSlo u lécené skupiny ke sniZeni propustnosti BRB, zatimco u skupiny, které byl misto
lidskych AD-MSC podéan fyziologicky roztok, doslo k vyraznému navyseni propustnosti BRB
(Rajashekhar et al., 2014). Pti alogenni transplantaci intravitreadlné podanych mySich AD-MSC
izolovanych ze zdravych jedincii bylo pozorovano zvySeni vaskuldrni denzity, zatimco aplikace
kmenovych bunék z jedincli s indukovanym DM naopak zpiisobila mirny pokles vaskularni
denzity. V obou piipadech vSak nebyl zaznamenan rozvoj subretinidlni neovaskularizace

v porovnani s kontrolni skupinou (Cronk et al., 2015).

5.8 Vliv MSC na apoptézu bunék

Béhem DR dochézi ke znacnému navySeni apoptdzy a tim ztraté dulezitych bunék pro
funkci sitnice. Schopnost piezivani kmenovych bun¢k byla studovana in vitro. Mysi AD-MSC
izolované z jedincli s DM mély oproti mySim AD-MSC ze zdravych jedincii niZsi proliferacni
aktivitu a dochéazelo u nich k Castéjsi apoptoze. Obe skupiny kmenovych bunck vSak mély

srovnatelnou Uroven bunécné respirace (Cronk et al., 2015).
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U mysi se sitnici poSkozenou pomoci laseru byly po transplantaci alogennich MSC
pozorovany pomoci metody detekce apoptickych DNA fragmentd (TUNEL, terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling) apoptické buniky. Oproti
nelécené skupin€ jich byla velka cast redukovéana (Jiang et al., 2014). V dalsi studii po 2
meésicich od indukce DR byl zaznamenan pomoci TUNEL testu nartst apoptdzy bunck oproti
zdravym jedincim. VétSina TUNEL pozitivnich bunék byla nalezena v kulturach izolovanych
proximalné ke kapilaram a v kulturdach z vrstvy gangliovych bunék. Po intravitrealnim
podanani lidskych AD-MSC doslo béhem 7 dnti k vyznamnému poklesu apoptdzy bunék oproti
nelécenym jedinctim. U zdravé skupiny, které byly podany kmenové buiiky, nebyly po aplikaci
zaznamenany zadné zmény (Rajashekhar et al., 2014).

Dutlezitou soucasti zrakové drahy jsou sitnicové gangliové buiiky zajistujici vystupni
signdl ze sitnice. BEhem DR dochdzi k vyrazné redukci poctu sitnicovych gangliovych bunék.
Jedinci s indukovanym DM, kterym byly intravitredlné podany mysi MSC vSak vykazovali
shodny pocet téchto bun€k, jako zdrava skupina (Ezquer et al., 2016).

5.9 Piisobeni MSC na celkové zlepSeni vidéni u jedincii s DR

Po provedeni elektroretinografie (ERG) byla u jedincii s DM pozorovana vyrazna
redukce amplitudy a-vln i b-vln ve srovndni se zdravymi jedinci. Po intravitrealnim podani
mysich MSC vSak nebylo zaznamenano zZadné zlepSeni (Ezquer et al., 2016). V jiné studii vSak
doSlo 7 dnil po intravitredlni aplikaci lidskych AD-MSC k navraceni hodnot ERG témét
k normalu a tento stav ziistal neménny i po 3 tydnech, coZ by znalilo obnoveni vidéni

(Rajashekhar et al., 2014).

5.10 Podobnost mezi pericyty a MSC

Béhem DR dochézi uz v pocatecnich stadiich ke ztraté pericyti a jejich tbytek je
dalezitym faktorem pfi rozvoji DR. Jedna se o bunky nachdzejici se v okoli kapilar, které jsou
mesodermalniho pivodu. V nékolika studiich byla pozorovana podobnost mezi MSC a pericyty
(Fiori et al.,, 2018). Intravitredlni poddni mySich AD-MSC napomohlo ve stabilizaci
mikrovaskulatury sitnice, ktera byla pfi DR nestabilni, a zarovenn bylo pozorovano zvyseni
tloustky cév. MSC jsou tak schopné nahradit pericyty a stabilizovat vaskularitu sitnice (Mendel
et al., 2013). V dalsi studii bylo zaznamendano, ze lidské pericyty byly schopné diferencovat se
v osteoblasty, v této studii se vSak nediferencovaly v adipocyty ani chondroblasty (Herrmann

et al., 2016). U lidskych a mysSich pericytli byla studovéana jejich schopnost imunomudulace.

24



Podobné jako MSC byly pericyty schopny inhibovat sekreci zanétlivych faktorti a zabranit
proliferaci T bun¢k (Tu et al., 2011).

5.11 Priklady pouziti iPSC a ESC pro 1é¢bu DR

Mnoho studii se také v soucasné dob¢ zabyva vyuzitim iPSC a ESC pfi 1é¢bé DR. Stejné
jako u MSC je u nich studovana schopnost diferenciace na buiiky sitnice. Lidské iPSC byly
kultivovany v diferenciaénim médiu. Tyto buiiky exprimovaly Pax6, Sox2 a Sox9. VétSina
bun¢k déale exprimovala nestin a dalsi znaky pro buiiky sitnice (Lamba et al., 2010). V dalsi
studii byly lidské iPSC diferencovany pomoci média obsahujiciho molekuly indukujici tvorbu
bun¢k sitnice. Tyto buiniky poté exprimovaly znaky charakteristické pro fotoreceptory a
gangliové bunky a dal$i bunécné typy sitnice. Indukované bunky byly dale subretinalné
vneseny do oka my$i. Po 8 tydnech byly diferencované fotoreceptory nalezeny integrované
v sitnici hostitele (Zhu et al., 2018).

Jind prace se zabyvala pouzitim lidskych ESC a jejich ptisobenim na cévni zdsobovani
sitnice mysi s DR. Do pravého oka hostitele byly intravitredln¢ vneseny lidské ESC, zatimco
do levého oka fyziologicky roztok. V pribehu tydne bylo pozorovano cévni poSkozeni u sitnic
s podanym kontrolnim roztokem v porovnani se zdravou kontrolni skupinou, zatimco podéani
lidskych ESC zlepsilo stav krevniho zasobovani sitnice. Transplantované ESC zaujaly typickou
perivaskularni lokalizaci a i v hyperglykemickém prostiedi ziistaly zivotaschopné. Lokalizace
ESC byla vic znatelna u vétSich cév. Kmenové buniky po 2 tydnech nepronikly do hlubsi vrstvy
hostitelské sitnice, ale exprimovaly znaky pro pericyty. Po 4 tydnech od transplantace stile
exprimovaly lidsk¢é MHC I molekuly (Kim et al., 2016). V dalsi studii byly ESC izolované
z potkana in vitro diferencovany v retinalni progenitorové bunky. Ty byly poté subretinalné
vneseny do potkanti s geneticky degenerovanou sitnici. Po transplantaci bylo zaznamenano, ze
podané retindlni progenitorové buniky napomohly zlepSeni struktury a schopnosti vidéni (Qu et

al., 2015)

6. Priklady klinickych studii
6.1 Priklady probihajicich klinickych studii vyuZziti kmenovych bunék k 1é¢bé poskozeni
sitnice

V soucasné dob¢ probihaji 3 klinické studie zabyvajici se moznostmi 1écby onemocnéni
sitnice pomoci intravitrealn¢ podanych autolognich BM-MSC a 1 studie sledujici podani AD-

MSC. Tyto studie jsou predevSim v 1. a 2. fazi, kdy se zkouma jejich bezpecnost a ti¢innost.
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Studie se zamétuji na poskozeni sitnice v disledku DR, retinitis pigmentosa (RP), glaukomu a
dalsich degenerativnich onemocnéni sitnice. Na zacatku roku 2018 zacala 1. faze studie
zabyvajici se vyuzitim iPSC pro regeneraci poskozenych cév u pacientti s DR. Dale probihaji
tf1 studie sledujici dlouhodoby uc¢inek a bezpec¢nost subretindlniho podéani lidskych ESC

pacientim s makularni degeneraci a Stargardtovy choroby (www.clinicaltrials.gov).

6.2 Priklady ukonéenych klinickych studii vyuziti kmenovych bunék k 1é¢bé poskozeni
sitnice

V minulych letech probéhlo nékolik studii sledujicich moznosti pouziti kmenovych
bun¢k pro lécbu poskozeni sitnice. Jedna z téchto studii se zabyvala podanim BM-MSC
pacientiim s RP. Jednd se o onemocnéni projevujici se predev§im ztratou tycinek a Cipkil
v sitnici, coz vede ke zhorSenému vidéni aZ k Gplné ztrat€ zraku. Stejné jako u DR nebyla pro
toto onemocnéni vyvinuta specialni 1é¢ba, a proto je bunécna terapie pomoci kmenovych bunék
jednou z nad€jnych moznosti. Pfi intravitredlnim podani BM-MSC pacientim s RP bylo
zaznamenano zlepSeni stavu. Tato zména vSak nebyla u vSech pacient dlouhodoba (Siqueira
etal., 2015).

V 1. fazi jiné studie, ktera se zabyvala bezpec¢nosti intravitrealniho podani autolognich
BM-MSC, nebyl u pacientd s degenerativnim onemocnénim sitnice po transplantaci
zaznamenan vznik zanétu ani hyperproliferace. Podani kmenovych bun¢k bylo tedy pifijemci
dobfe tolerovano (Park et al., 2015)

V dalsi studii byla pozorovana tc¢innost a bezpe¢nost podani lidskych ESC pii vékem
podminéné makularni degeneraci a Stargardtové onemocnéni. Po aplikaci ESC nebyly
pozorovany v sitnici zddné komplikace, jako je napiiklad zvySena proliferace nebo odmitnuti

transplantovanych bunék (Schwartz et al., 2015).
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7. Zavér

Pii DR dochazi k poskozeni a ztraté bun€k sitnice, coz vede k zhorSeni kvality zraku az
oslepnuti. Lécba pomoci kmenovych bunck se zdd byt nadéjnou moznosti zlepSeni kvality
zivota pacientl trpicich timto onemocnénim. Pro bunécnou terapii je mozné vyuzit ESC, iPSC
a kmenové bunky z dosp€lého organismu, ze kterych jsou pro 1écbu pouzivany piedevsim
MSC.

MSC maji nékolik vhodnych vlastnosti pro 1écbu poskozeni sitnice. Mohou migrovat
do mista poskozeni, diferencovat se v potfebné bunééné typy a nahradit tak chybéjici bunky, a
zaroven dokazi regulovat imunitni odpovéd’ a zabranit zanétu. Dalsi velkou vyhodu je, Ze u
jejich pouZiti nebyla pozorovana tvorba teratomi. MSC se nachazeji v celé fad¢ tkani a daji se
relativné snadno izolovat. Nejcastéji pouZivanymi typy jsou BM-MSC a AD-MSC. AD-MSC
maji vyhodu ve snadné dostupnosti a opakovatelném pfistupu.

V nékolika experimentalnich pracich byl pozorovan vliv kmenovych bunék na lécbu
poskozeni sitnice. Kmenové buniky jsou podavany naptiklad intravendzné, intravitrealné a
subretinaln¢. V nekterych studiich bylo zaznamenédno, ze pfi intravendéznim podéni bylo
nalezeno mén¢ transplantovanych MSC v hlubsich vrstvach sitnice a v oblasti kapilar, nez u
intravitrealni aplikace. Lokalni aplikace tedy mize byt ucinngj$i. V sitnici jsou MSC schopny
nahradit a podpofit pfezivani poskozenych buné€k. Jednou z hlavnich pti¢in DR je ztrata
nervovych bunék. Bylo prokézano, Ze MSC se mohou in vitro diferencovat v tyto bunécné typy.
Dalsim dulezitym faktorem rozvoje DR je ztrata tyCinek a ¢ipki sitnice. Diferenciace MSC ve
fotoreceptory byla zaznamenana in vitro, zatimco in vivo bylo po subretindlnim podani MSC
pozorovano zvyseni exprese gent typickych pro fotoreceptory, ale jednalo se o buiiky piijemce.
MSC tak pouze napomohly obnoveni fotoreceptort. V jiné experimentalni studii vSak znaky
charakteristické pro fotoreceptory vykazovaly i vhesené BM-MSC. Aplikace MSC navic snizila
apoptdzu bunék sitnice. Pozorovana byla diferenciace MSC 1 v dalsi bunécné typy sitnice, jako
jsou naptiklad epitelidlni pigmentové buiiky a bipolarni bunky.

Dale bylo prokazéano, ze MSC snizily v sitnici hladiny prozanétlivych faktort, glukézy
a ROS, které byly pii DR zvySené, a také regulovaly produkci neurotrofnich a proangiogennich
faktorii a faktord souvisejicich se vznikem fibrovaskularnich jizev. Velkou roli v rozvoji DR
hraje poskozeni a zvySend propustnost BRB. Podani MSC ve vétsiné piipadii napomohlo jeji
ochran€¢ a snizeni propustnosti. Byly vSak zaznamendny rozdily mezi podanim MSC

izolovanych ze zdravych jedinct a buné€k izolovanych z mysi postizenych DR.
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Klinické studie se momentaln¢ zabyvaji predevsim bezpecnosti aplikace kmenovych
buné¢k. Pfi transplantaci nebyly zaznamenany vétsi komplikace, pro zjisténi celkové Gi€innosti

1€¢by je vSak nutné provést vétsi pocet studii.
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