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Abstrakt

Cilem prace je shrnuti zakladnich informaci o kmenovych burikach a nastinéni jejich

mozného vyuziti v mediciné.

Uvodni €ast prace je vénovana zakladnimu popisu kmenovych bunék, jejich t¥idént,

popisu jejich vlastnosti a jejich ziskavani.

StéZejnim tématem této prace je zaméreni na vyuziti kmenovych bunék v soucasné
mediciné. VyuZiti mezenchymalnich bunék a jejich transplantace a jejich vyuziti v Iécbé
artrdzy a v plastické chirurgii. Vyuziti hematopoetickych, embryonalnich a kmenovych bunék
z pupecnikové krve, které Ize vyuzit u nemoci, jako jsou napfiklad akutni leukémie, které je
mozné lécit alogenni pupecnikovou krvi. Dale také na vyuziti pfi IéCbé nemoci, ktera jsou
potenciondlné |écitelné bunécnou terapii, a jejich 1écba je zatim ve fazi vyzkumd, jako je
diabetes mellitus a Parkinsonova choroba, nebo vyuziti kmenovych bunék u predcéasné

narozenych déti.



Abstract

The aim of the thesis is to summarize the basic information about the stem cells and

outline their possible use in medicine.

The beginning of this thesis is focused on basic description of the stem cells, their
properties, classification and method of acquisition. In next part of the thesis we are focused

on typology of each of these cells and cell dividing.

Our focus is at utilization of stem cells in current medicine that is pivotal theme in
mine thesis, use of mesenchymal cells, their transplantation and use in the treatment of
arthrosis and in plastic surgery. The thesis is further focused on the use of hematopoietic,
embryonic and stem cells from the umbilical cord blood — here are described diseases which
can be treated with allogeneic umbilical cord blood, and also for their use in the treatment
of diseases that can be treatable by cell therapy but which are still being researched such as

diabetes mellitus and Parkinson’s disease or the use of stem cells in preterm infants.
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Seznam pouzitych zkratek

ALL
AML
ASC
CBU
CLL
CML

Akutni lymfoblastickd leukemie

Akutni myeloidni leukemie

Adult stem cells (Dospélé kmenové bunky)
Cord Blood Unit (jednotka pupecnikové krve)
Chronicka lymfocytarni leukemie

Chronicka myeloidni leukemie

CMML Chronickda myelomonocytarni leukémie

CcMmV
DM
DMO
EEG
ESC
G-CSF
GVHD
HIE
HLA
HSCs
ICCTI
IPSC
IVF
JCML
JMML
MSCs
PRP
QoL
RPE
SOP
SVF
W

Cytomegalovirus

Diabetes mellitus

Détska mozkova obrna

Elektroencefalogram

Embryonic stem cell (embryondlni kmenové buriky)
Granulocyte Colony Stimulanting Factor (ristovy faktor)

Graft versus host disease (reakce stépu proti hostiteli)
Hypoxicka ischemicka encefalopatie

Human Leukocyte Antigen (antigeny obsaZzené v plazmatické membrané bunék)
Hematopoetic stem cell (hematopoeticka kmenova burika)
Mezindrodni konsorcium pro bunécnou terapii a imunoterapii
Induced pluripotent stem cells (Indukovana pluripotentni kmenova burika)
In vitro fertilizace

Juvenilni chronickd myeloidni leukemie

Juvenilni myelomonocytarni leukemie

Mezenchymal stem cell ( mezenchymova kmenova burika)
Plazma bohatd na desticky

Quality of life (kvalita Zivota)

Retinalni pigmentovy epitel

Standardni operacni postup

Stromalni vaskularni frakce

Wharton ’s jelly-WJ (Wharton(v rosol)



1.00vod

Kmenové bunky jsou buriky schopné sebe-obnovy a diferenciace. Tvoti zaklady tkani a

organu a jsou schopné asymetrického déleni.

RozliSujeme kmenové burky totipotentni, pluripotentni a multipotentni. Dale buriky

embryonalni, dospélé a indukované pluripotentni kmenové bunky.

Soucasna medicina tesSi otdazku moiné vyuZitelnosti téchto bunék u zdvainych
patologickych stavl. V soucasnosti probiha spousta studii zamérenych na vyuZiti kmenovych
bunék a terapie kmenovymi bunkami je velkym pfislibem pro |éCbu degenerativnich

onemocnéni jako je napriklad Parkinsonova choroba.



2.0 Zadani bakalarské prace - cil prace

Cilem mé prace je shrnout zakladni informace o kmenovych burikdch a nastinit jejich
mozné vyuZziti v mediciné.
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3.0 Kmenové bunky

Kmenové buriky jsou primarni bunky, spoleéné vSem mnohobunéénym organismim.
Jsou to nespecializované (nediferencované) burky, které maji schopnost sebe-obnovy a
schopnost produkovat diferencované buriky, coz znamend, ze maji schopnost diferenciace. *

Kmenové bunky také tvori zaklady jednotlivych tkani a orgdn(, udrzuji jejich strukturu a

YT

tkanich i v dospélosti. 2 Dalsi vlastnosti kmenovych bunék je také schopnost obnovovat
poskozené a opotiebované &asti organismu a udrZovani homeostazy. ® Jsou také schopny

asymetrického déleni. *

3.1 Tridéni kmenovych bunék

Z hlediska diferencia¢niho potencialu délime kmenové buriky na buriky:
1) totipotentni
2) pluripotentni

3) multipotentni

Dale rozlisSujeme 3 typy lidskych kmenovych bunék:
1) embryonalni kmenové burky
2) dospélé kmenové bunky

3) indukované kmenové buriky *
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3.1.1 Totipotentni kmenové bunky

Totipotentni buriky jsou buriky, které maji schopnost vytvofit jakykoliv typ bunék,

ktery se vyskytuje v organismu ¢lovéka (obrazek ¢. 1).

Vznikaji splynutim vajicka a spermie, ¢imz vznika oplodnéné vaji¢ko. Jsou schopné
vytvofit nového jedince, jak embryoblast, tak i trofoblast z kterého pak vznikaji plodové
obaly a placenta. Kazda totipotentni burika obsahuje kompletni genetickou informaci celého
organismu. 3 Cely organismus potom vznikd z jedné totipotentni buriky-zygoty, kterd vznika
délenim oplozeného vajicka. Zygota ovsem nema schopnost se obnovovat (nema schopnost

sebe obnovy). Buriky vzniklé prvnim délenim zygoty jsou také totipotentni. >

Hierarchie kmenovych bunek

Totipotentni bunka

‘ @ Pluripotentni bufka

S OOGés

Krewvni kmenowva bunka l jiné kmenowé bufiky l

zval nery kost jiné tkana

tervene krevni bil& krevni bufiky
bunky

Obrazek ¢. 1

Hierarchie kmenovych bunék

prevzato a upraveno z: http://arizonapain.com/stemcell/treatments/stem-cell-therapy/

(20.7.2017)
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3.1.2 Pluripotentni kmenové bunky

Pluripotentni bunky jsou schopné se diferencovat do vSech bunécnych typu. Tato
schopnost je oznalovéana jako pluripotence. * (Jsou generovany z totipotentnich bunék). *
Jsou to rané bunky ve stadiu blastocysty (rané embryondlni stadium savcl), takzvané
embryondlni kmenové buriky. > Tyto buriky jsou schopné generovat Sirokou Skdlu tkani. A
pravé z téchto bunék se v embryu v prib&hu organogeneze vytvateji zaklady organd. 2 Patfi

sem napfiklad embryonalni kmenova burika (obrazek €. 2).

Obrazek ¢. 2

Kolonie lidskych embryonalnich kmenovych bunék.
Zdroj: Russo E.: Follow the Money—The Politics of Embryonic Stem Cell Research, PLoS

Biology, 2005, 3(7): 234, https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0030234
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3.1.3 Multipotentni kmenové bunky

Multipotentni burnka na rozdil od pluripotentni kmenové bunky, mlzZe vytvaret jen
urité télové buriky a tkané. ® Mlze se diferencovat pouze na buriky v ramci daného typu
tkané nebo organu (tkariové specifické kmenové buriky). Tyto burky se v zakladech organt

udrzuji po cely Zivot organismu. 2

Patfi sem napfiklad mezenchymové burky MSCs
(Mezenchymal stem cell), to jsou bunky schopné obnovovat mezenchymalni a krvetvorné
tkané a také hematopoetickd kmenova burika HSCs (Hematopoetic stem cell), z které vznikaji

cervené krvinky, bilé krvinky a krevni desticky. ’

3.2 Ziskavani kmenovych bunék

Kmenové bunky je mozné ziskat rGznymi zplsoby:
1) Odbérem pupecnikové krve

2) In vitro fertilizaci

3) Terapeutickym klonovanim

4) Odbérem z4dané tkané ?

3.2.1 Odbér pupecnikové krve

Pupecnikova krev je krev novorozence, kterd zlstava v placenté po preruseni
pupecniku. Krevni obéh novorozence obsahuje miliony kmenovych bunék, které po narozeni
zUstavaji v pupecniku a v placenté a pupecnikovd krev je tedy zdrojem rlznych typl
progenitorovych bunék.®

Odbér pupecnikové krve neni nebezpeény ani pro matku ani pro dité, neni bolestivy a
matku ani dité nijak neobtéZuje. Je také eticky pfijatelny, protoze kdyZ neni pupecnikova
krev zpracovdna, neni nijak vyuzita a je po porodu zlikvidovana spolu s placentou jako
biologicky odpad. 8

Odbér pupecnikové krve je bezbolestny. Provadi se bezprostfedné po porodu, hned
po odstfiZzeni pupecniku, jesté pred porodem placenty. Odbér probiha tak, Ze pupecni Zila se
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napichne jehlou a krev sama odtéka do specialniho vaku, ktery je dodan firmou, ktera
poskytuje sluzbu zpracovani a uskladnéni pupecnikové krve. Velkou vyhodou pti pouziti
bunék z autologni pupecnikové krve (krev odebrana od téhoz jedince) je perfektni shoda a
tyto bunky lze vyuzit i pfi 1é¢bé pribuznych. Dalsi vyhodou je, Ze krev je pfipravena k
okamzitému poutiti. ® Po odbéru je krev dopravena do laboratofe a nejpozdéji do 48 hodin
od porodu je zpracovana podle platnych SOP (standardnich operacnich postupu), které jsou
v laboratofich pfisné dodrZovany. Krev je zpracovavana v uzavieném systému — v boxu s
laminarnim proudénim vzduchu Biohazard I, v prostoru se samostatnou vzduchotechnikou a
s filtraci vzduchu. Z krve jsou odebrany vzorky pro vysetreni viability bunék a pro vysetreni
sterility krve. Bezprostfedné po zpracovani prochdzi pupecénikova krev naprogramovanym a
kontrolovanym procesem postupné kryokonzervace ve zmrazovacim pfistroji. Po dosazeni
teploty -180 °C je zmrazena pupecnikova krev pripravena k uskladnéni v tekutém dusiku pfi

teploté -196 °C. 2

Kromé pupecnikové krve se daji vyuzit i buriky pupecniku. Pupecnik je organ tvoreny
dvéma arteriemi a jednou Zilou. Tyto cévy jsou obklopeny mukdzni tkani, kterd se nazyva
Wharton(v rosol (Whartons jelly-WJ), ktery obsahuje velké mnozstvi kmenovych bunék.

Pupetnik je nejdostupnéjéim zdrojem kmenowvych bunék. °

3.2.2 In vitro fertilizace (IVF)

IVF neboli umélé mimotélni oplodnéni vajicka je metoda pouzivand pfi poruchéch,
které brani spojeni vajicka a spermie vrozmnoZovacim Ustroji Zeny. Vajicka jsou
laparoskopicky odebrdna z vajecniku a jsou oplodnéna spermiemi partnera. Poté jsou
kultivovdana na médiu aZ do stadia blastocysty. Toto oplodnéni je provadéno mimo télo
matky vétsinou v Petriho misce. *° Poté dochazi k déleni bunék. Délenim zygoty vznikaji prvni
dvé burnky budouciho organizmu a ndasledné vznikd nékolika bunécny zarodek — embryo. 1
Embryo ddle mlze byt kultivovano nasledujici 2 az 3 dny aZ se vyvine do stadia blastocysty.

Poté dochazi k transferu embryi pomoci katetru do dutiny délozni. *?
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3.2.2.1 Ziskavani embryondlnich kmenovych bunék.

Embryonalni kmenové buriky se ziskavaji ze zarodka, které nebyly vyuzity k umélému
oplodnéni, jsou nadbyte¢né a uréené k likvidaci v klinikach pro umélé oplodnéni. ** Kmenové
buriky ¢asného embrya maji potencial vytvaret jakykoli bunéény typ. ProtoZze embryonalni
kmenové bunky maji schopnost se bez omezeni proliferovat a diferencovat, mohli by

potencialné zajistovat neomezeny zdroj tkani pro transplantace u lidi. 2

Obrazek ¢. 3

Mimotélni oplodnéni (IVF)

dostupné na: http://www.porodnice.cz/tehotenstvi-a-z/mimotelni-oplodneni-ivf-et

(1.2.2017)

3.2.3 Terapeutické klonovani

Podstatou terapeutického klonovani je vytvoreni embrya ze somatické buriky

lidského téla. 3

Vyvoj klonovaného embrya probiha tak, ze pacientovi se odeberou specializované somatické

bunky (napfiklad buriky Ustni sliznice nebo kliZze) a jejich jadro se vpravi do enukleovaného
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lidského oocytu. * Vlozeni jadra do oocytu se provadi elektrickymi pulsy. Elektrické pulsy
destabilizuji bunéénou membranu, dovoli burikdm splynout a aktivuji oocyt, ktery se zacne
vyvijet. Vznikajici zarodek je vyuzit k produkci ESC embryonalnich kmenovych bunék. 3

(obrazek &. 4). Embryo po odbéru bunék po nékolika hodinach & dnech zanika. ?

Vyhodou tohoto postupu je geneticka totoznost pacienta a ESC, takze lé¢ebné bunky jsou
imunitnim systémem prijemce bez problém( pfijaty. ProtoZe jsou linie ESC nesmrtelné a
pluripotentni, poskytuji teoreticky obnovitelny zdroj jakychkoli lidskych bunék. To by mohlo
byt vyuZito k regeneraci nékterych chorob, jejichz podstatou je bunécnd degenerace a u
kterych neexistuje vyhovujici terapie, jako je diabetes mellitus, Parkinsonova choroba,

infarkt myokardu a dalsi. 3

Uspéchy provedenych experiment(l jsou povzbudivé, ale existuje je§té mnoho problémd,

které brani zavedeni bunécéné terapie do praxe. 3

A e blastocysta

embryonalnl Kmenove bunky

kultivované kmenoveé buiky

embryanalni kmenové buriky

Obrazek ¢. 4

Josef Fulka, Klonovani savc¢iho embrya, Dostupné z: http://ziva.avcr.cz/2005-6/klonovani-

savciho-embrya-3-predcasne-starnuti-potomstva.html (1. 8. 2017)
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3.2.4 Odbér zadané tkané

3.2.4.1 Mezenchymadlni kmenové buriky (MSC).

Zakladnim zdrojem mezenchymalnich kmenovych bunék je kostni dren, ktera
umoznuje odbér kmenovych bunék v dostatecném mnozstvi. Druhym zdrojem je tukova
tkan. Odbér je jednoduchy, navic zdrojem téchto kmenovych bunék mlze byt ,odpadni“
tukova tkan pfi liposukcich. Dalsim zdrojem MSC mze byt také pupecni snlra, Wharton(v
rosol, kmenové buriky pupecnikové krve a mezenchymdlni bunky z pupecéniku nebo

z placenty. ™

Mezenchymalni kmenova bunka je schopna se diferencovat na mnoho typl bunék
jako je chondrocyt, odipocyt, osteocyt nebo myocyt (obrazek ¢. 5). Mezenchymalni buriky

jsou proto vhodné pro pouziti v regenerativni mediciné. L

Mezenchymalni kmenova buiika

Obrazek ¢. 5

Mezenchymalni kmenové buriky

http://cellmagel.cz/cs/uvodni-stranka/moznosti-lecby-kmenovymi-bunkami (1. 8. 2017)
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3.3 Typy lidskych kmenovych bunék

Rozlisujeme tii typy lidskych kmenovych bunék:

1) Embryonaini kmenové buriky
2) Dospélé kmenové bunky

3) Indukované kmenové buriky >

3.3.1 Embryonalni kmenové bunky

Vyvoj embrya zacina oplozenim vajicka, kdy se z vajicka stava zygota. Poté dochazi
k rychlému bunéénému déleni oplodnéného vajicka takzvanému ryhovani a postupné se
vytvari morula, coZ je Utvar z Sestndcti bunék. Morula se poté méni na duty Utvar vyplnény
tekutinou takzvanou blastocystu. *® V tomto stadiu je mozné ziskat z embrya embryonalni

kmenové buriky.

Embryonalni kmenové buriky ESC (Embryonic stem cell) jsou pluripotentni kmenové
buriky, které se nachazi v raném stadiu embrya v blastocysté. Bunky ¢asného embrya maji
schopnost vytvaret diferencované potomstvo vsech tfi zarodecnych listl a tvorbu
extraembryonalnich tkani, které jsou nezbytné pro spravny vyvoj. Vembryu, ve stadiu
blastocysty, se kmenové burnky rychle diferencuji a vznika primitivni ektoderm, ktery se
diferencuje do tfi zarodeénych wvrstev. Jsou-li bunky vyjmuty ze svého prostredi, a
kultivovany ve vhodnych podminkach, buriky embryoblastu umozni vznik bunék, které
proliferuji a nahrazuji sami sebe. Velkym pfislibem pro Gcinnou lécbu rdznych onemocnéni je
transplantacni terapie ESC bunék. Ale tato metoda ma jesté mnoho prekazek. Napftiklad, Ze
lidské buriky jako jednotlivé Ize jenom obtizné pasazovat, protoze jejich klonovaci efektivita

. v % ’ ;s 2
je pomérné nizka.
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3.3.2 Dospélé kmenové bunky (Somatické)

Dospélé kmenové burnky ASC (Adult stem cells) se nachazi v nékterych tkanich a
organech. Tyto burky jsou pluripotentni a dokdazi se diferencovat do zralych typ( bunék se
specializovanou funkci. Maji také schopnost sebe-obnovy. Primarni funkci ASC je udrzovani
homeostdzy a nahrazovani bunék ve tkani, které odumiraji budto v disledku fyziologického

opotrebovani, nebo po poranéni. v
ASC nachazime v:

e kostni dfeni

e periferni krvi

e mozku

® mise

e zubni pulpé

e krevnich cévach

e kosternich svalech

e epitelu klize a traviciho traktu
e rohovce

e jatrech

pankreatu v

Somatické kmenové bunky jsou definované jako buriky odvozené od dospélych a maji
dva charakteristické znaky: schopnost podrobit se diferenciaci a schopnost sebe-obnovy
(regenerace) po celou dobu Zivota. Tyto kmenové bunky jsou prizplsobivé. Za normalnich
podminek maji standardni funkci, ale pfi poruchach, jako je stimulace zranénim, mohou plnit

rtizné funkce. *®
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3.3.2.1 ASC v kostni dreni

V kostni dfeni se nachazi hematopoetické a mezenchymové kmenové bunky. Tyto
buriky se mohou diferencovat do viech typG krevnich bunék. ? Toho se vyuziva pfi darcovstvi
kostni dfené u riznych onemocnéni, kdy se nahradi pacientova nemocna krvetvorna tkan

zdravou kostni dfeni od darce.
Odbér kostni diené od darce se ziskava dvéma zptsoby. *°

1) Odbér kostni diené: Provadi se v celkové narkdze na operaénim séle. Odebira se dreriova
krev z lopat kosti kycelnich punkci (odsatim) tenkymi jehlami pres kazi. Celkem se odebird i

vice ne? 1 litru dfefiové krve. *°

2) Odbér krvetvornych bunék z periferni krve: V dnesni dobé je tato metoda preferovanéjsi.
Bunky se ziskavaji ze Zilni krve darce procesem, kterému se fika separace neboli aferéza.
V tomto pfipadé je potfeba bunky namnozit a vyplavit z kostni difené, kde se za normalnich
okolnosti nachazi, do periferni krve pomoci rlstového faktoru G-CSF (Granulocyte Colony
Stimulanting Factor). Poté se odebere krev a bunky se oddéli pomoci pfistroje, kterému se

fika separator a ktery se bézné pouziva pfi odbérech krevni plazmy. 19

Pacientovi se takto pripravené buriky podavaji do zily jako bézna transfuze. Kmenové

buriky se poté usadi v kostech, postupné se namnozi a obnovi normalni krvetvorbu. 19

3.3.2.2 ASC kosterniho svalu

V kosternich svalech se také nachazeji buriky, které regeneruji a obnovuji poskozené
svaly. Jsou nazyvany satelitni. Satelitni buriky se nachazi na povrchu zralé svalové bunky
myofibrily. Tyto bufiky jsou schopné vytvofit odligné typy tkani. *° U dospélych savcl tyto
bunky zprostfedkovavaji rast svalu. Mohou byt podniceny k proliferaci napfiklad

poskozenim, zranénim, nebo cvi¢enim. v
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3.3.2.3 ASC Centrdlniho nervového systému

Kmenové buriky v nervovém systému se vyskytuji v oblasti hipokampu v zéné gyrus

dentatus v blizkosti krevnich cév.’

Dospélé neurony nemaji schopnost déleni, v mozku dospélého clovéka byly ale
objeveny kmenové bunky, které mohou byt zdrojem novych nervovych bunék v mozku. To,
Ze i vmozku dospélého clovéka mohou vznikat nové neurony, predstavuje optimistickou
vyhlidku do budoucna na Iécbu fady onemocnéni mozku. Limitujici je, Ze propojeni neurond

vzniklych v dospélosti nikdy nebude odpovidat tomu, které vznika nitrodélozné. 2

3.3.2.4 ASC Tukové tkané

Tukova tkan je mnohem vydatnéjsi zdroj kmenovych bunék. Gram tuku obsahuje asi
milion somatickych kmenovych bunék. Odebird se liposukci, pro pacienta minimalné
invazivni a méné traumatické nez odbér kostni direné. Kmenové burky z tuku maji podobné

biologické vlastnosti jako buriky z kostni diené. 2

3.3.3 Indukované pluripotentni kmenové buriky (iPSC)

Indukovana pluripotentni kmenova burika je uméle pfipravena kmenova bunka, ktera

je vytvorena ze zcela obycejné buriky ziskané z téla dospélého ¢lovéka.

iPSC maiji vSechny vlastnosti embryonalnich kmenovych bunék. Vyhodou je, Ze se
nepotykaji s takovymi etickymi problémy jako pouzivani embryonalnich kmenovych bunék.
Tyto bunky by mohly vbudoucnu poskytnout autologni (darcem je sam pacient)
transplantaci pro reparaci tkani bez odmitnuti, protoZze by byly pfipraveny kazdému

. . , . , v 15
pacientovi na miru z jeho vlastnich bunék.

Mezi vyhody pfi vyuZiti indukovanych bunék patfi mimo jiné to, Ze iPSC buniky nemaji

zadné etické problémy, protoZe nejsou izolované z lidského embrya a je mozné je vypéstovat
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z jinych bunék téla napf. z bunék kize. Pfipadnou lécbu by nekomplikovaly nezddouci reakce

imunitniho systému jako naptiklad odmitnuti Stépu (viz vyse). 23

Bylo objeveno, Ze zavedeni a ektopickd exprese nékolika gent indukuje pluripotenci
v somatickych bunkach. Tyto bunky (iPSC) jsou ve svych vlastnostech podobné
Embryonainim kmenovym burnkam (ESC) z hlediska markerové exprese, transkripéni aktivity
a schopnosti diferencovat se v rlizné typy bunék. Relativni jednoduchost, s jakou lze
generovat bunky iPSC, cini tuto techniku atraktivni pro studium principl jaderného
preprogramovani a také pro hodnoceni jeho potencialu pro klinické aplikace. Tento postup
ma vSak v soucasné dobé vaind omezeni, protoZe reprogramovani bunék mize vést k rozvoji

nadora. 2

Obrazek ¢. 6

Kolonie indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék.

Zdroj: UCLA Broad Stem Cell Research Center/Plath Lab (1. 8. 2017)
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4.0 Bunécné déleni kmenové bunky

Pri mnoZeni kmenovych bunék se uplatnuji tfi zpGsoby déleni:

e Asymetrické déleni
e Symetrické déleni

e Diferenciace kmenovych bunék

4.1 Asymetrické déleni kmenové bunky

Ukolem dospélé kmenové bufiky je obnovovat opotfebované tkané organismu a
zaroven udrZovat stalou zasobu sama sebe. K tomu slouzi asymetrické déleni kmenovych
bunék. Toto déleni je pouzivano kmenovymi burikami v rlznych tkdnich napf. klze
(prabéiné nahrazovani vrstev kize). Asymetrické déleni je klicovym mechanizmem pro

ceva v s s v / e 2
zajisténi tkanové homeostazy. >

Asymetrické déleni je takové déleni bunék, kde vznikaji dvé dcefiné bunky, které maji
rdzné bunécné osudy (jsou odlisné). Asymetrického déleni mize byt dosazeno bud' vnitfnimi
mechanizmy (vnitfni asymetrické déleni) nebo vnéjSimi mechanizmy (vnéjsi asymetrické
déleni). 26 Vnéjsi asymetrické déleni je zaloZzeno na rozdéleni bunéénych komponent, které
urcuji bunécny osud, zahrnuje asymetrické umisténi dcefinych bunék. Pfi tomto déleni
vznikd jedna dcefind bunka, ktera zachovava identitu kmenové bunky (je stejna jako
matefska bufika) a druhd dcefina burika, kterd maze jakkoli diferencovat. ¥’ Protoze jedna
z dcefinych bunék je vidy totozna s materskou burikou, tak se pfi tomto déleni neméni pocet
materskych kmenovych bunék a zdsoba kmenovych bunék pro tvorbu a regeneraci tkani je
nevycCerpatelna. Asymetrické déleni je predpokladem pro neomezenou schopnost sebe

obnovy kmenovych bunék 2 (obrazek &. 7).

Symetrické a asymetrické déleni je moiné nejsndze identifikovat pomoci
morfologického vysetteni bazalnich vrstev vicefadych krycich epitelt podle charakteristické
orientace déliciho vieténka. V urcitych fazich vyvoje je mozné vedle sebe zastihnout mitdzy

symetrickych i asymetrickych déleni. To naznacuje, Ze povaha bunécného déleni je uréovana
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vnitfnimi faktory nebo je zprostfedkovdna mezibunécnymi kontakty. Poloha vieténka

s v v v ’ ve s v 2
v metafazi pfeduréuje osud novotvorenych dcefinych bunék.

SC

Asymmetrical Division

SC (—>
Symmetrical Division °E‘THC i

Obrazek ¢. 7

Asymetrické déleni kmenovych bunék; kmenové buriky (SC) se déli a ¢ast jejich potomk

postupné dozrava na prechodné zesilovaci buriky (TAC) a poté na diferencované burky (DC)

Autor: Secker, G.A., and Daniels, J.T., Limbal epithelial stem cells of the cornea (June 30,

2009), prevzato z : https://cs.wikipedia.org/wiki/Asymetrické bunécné déleni

4.2 Symetrické déleni bunék

Symetrickym délenim bunék vznikaji dvé identické buriky, z nichZ kazda ma vlastnosti,
které jsou nerozliditelné od matefské buriky. *® Symetrické déleni zvysuje pocet kmenovych
bunék, je casté pfi hojeni ran a regeneraci. Symetricky délici se bunky jsou béiné u
rozvijejicich se tkani, ale mohou byt pozorovdny i u dospélych. Nékteré bunky maji

schopnost symetricky se délit a obnovit pocet kmenovych bunék vycerpanych zranénim,

25


https://cs.wikipedia.org/wiki/Asymetrické_buněčné_dělení

nebo onemocnénim. Napfiklad kdyZz je hematopoeticky systém ni¢en chemoterapii,

VY

4.3 Diferenciace kmenovych bunék

Diferenciace je proces, pfi kterém z totipotentni burnky (napf. embryonalni) vznika

burika specializovana. Tato burika je strukturdlné a funkcéné specializovana. 29

Diferenciace je uréovand vztahem genetické vybavy a prostredi, ve kterém se burika
nachazi. VSechny tkané a organy v lidském organismu vznikaji opakovanym délenim, zygoty.
Tkané, které se pfi vyvijeni organismu diferencuiji, jsou klony bunék, které se specializovaly.
Tato specializace je vysledkem uskutecnovani genetické informace a vysledkem interakci, do
kterych pfi tvorbé tkani buriky vstupuji. Diferenciace je vysledkem postupné a kontrolované

v o 2
exprese fady gend. *

4.3.1 Vznik krvetvorby

Pfikladem diferenciace je hematopoéza. VeSkeré krvinky jsou odvozeny z jedné
populace multipotentnich kmenovych bunék nachdzejicich se v kostni dreni. Tyto buriky
nejsou diferencované. Ale jejich dcefiné burnky tvofi riizné diferencované bunécéné linie. Tyto

linie se dale opakované &leni az do zralého typu krevni buriky. *°

4.3.2 Vyvoj neuronu a gliovych bunék

Neurony a gliové buriky se vyvijeji z neuralni trubice. Dalsi diferenciaci bunék dojde
ke vzniku multipotentnich kmenovych bunék a déle pak bipotentnich prekurzorovych bunék.
Z téchto prekurzorovych bunék se diferencuji neuralni a gliové prekurzorové bunky
prekurzord gliové linie dochazi diferenciaci ke vzniku dalSich prekurzord tzv. O-2A , 1A a

prekurzord radialni glie. Z O-2A prekurzor( se vyvijeji oligodendrocyty a astrocyty 2. typu.
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Z prekurzoru 1A se vyvijeji astrocyty typu 1 a z prekurzort radidlni glie se vyviji fada gliovych

v 31
bunék.

Velky problém nastava, kdyZz se buriky vymknou kontrole a dojde k poskozeni
diferenciace, proliferace a apoptdzy. Burniky pak postradaji kéd programované bunécné

smrti, ziskavaji nesmrtelnost a stavaji se z nich maligni buriky. >

27



5.0 Vyuziti kmenovych bunék

Zakladem vyuZziti kmenovych bunék v mediciné je myslenka nahradit poskozené
bunky rGznych organt a tkani lidského téla (krev, myokard, ledviny, jatra, micha, mozek)
kmenovymi burikami, které se diferencuji ve specializované burky pfislusného organu ¢i tka-
né. V praxi se v mediciné rutinné vyuzivd transplantace hematopoetickych kmenovych

v 32
bunék.

Ukazuje se, Zze kmenové buriky mohou byt velkym pfinosem v oblasti regenerativni
mediciny, ukazuje se, Ze pomoci kmenovych bunék by bylo mozné lécit fadu onemocnéni

jako je:

e Diabetes mellitus

e Parkinsonova choroba
e Misni poranéni

e Selhani jater

s , . 2
e Duchennova muskularni dystrofie

5.1 Mezenchymalni kmenové bunky-transplantace

V regenerativni mediciné a bunécné terapii se primarné vyuzivaji mezenchymalni
kmenové bunky, coz jsou buriky vlastniho téla izolované ze stromatu perivaskularni tkané.
Nachazejici se témér ve vsech tkanich lidského téla (v kostni dfeni, pupecnikové krvi nebo
v tukové tkdni). Tyto bunky mohou pomoci procesiim hojeni a udrzuji bunécnou
homeostazu. Jsou, vsak jen jednou slozkou ze skupiny bunék takzvané stromalni vaskularni

frakce (SVF). *

SVF lze ziskat z pojivové a tukové tkané. Buriky stromalni vaskuldrni frakce zahrnuji
heterogenni smés bunék ziskanou rozkladem kapilar, malych cév a mezibunééné hmoty,

ktera je bezprostfedné obklopuje. 34
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5.1.1 Vyuziti mezenchymalnich bunék v Iécbé artrézy

Osteoartréza je cCastd chronickd muskuloskeletalni porucha kloubd, ktera postihuje
chrupavku, vazy, a okolni kosti. Je zpUsobena postupnym zhorSovanim integrity struktur
kloubl a je spojena se zanétem podpurnych chrupavkovych struktur uvnitf kloubniho
pouzdra a ztuhlosti, bolesti a snizenim pohyblivosti a normalni funkce. Zndmé rizikové
faktory jsou vék, pohlavi, obezita, nadmérna kloubni zatéz, poranéni kloub(i, metabolicka
dysfunkce a genetické faktory. Dosud neexistuji zZddné spolehlivé nebo Gcinné |écebné

postupy, které by mohly zabranit vzniku osteoartrézy nebo zastavit progresi onemocnéni. >

Studie: Byla pfipravena jednorazovd davka cerstvé pripravenych, nekultivovanych
bunék SVF z vlastni tukové tkané pacienta a injektovana spolu s 3 ml autologniho PRP
(plazma bohatd na destic¢ky)do osteoartritického kolena. Pacienti z této studie také dostavali
mési¢ni injekce PRP po dobu 4 mésici po pocdatecni injekci, po které nasledovala
pfilezitostnd injekce PRP. Tfi nebo Sest mésicl po léc¢bé byli pacienti zafazovani do mirného
cvicebniho programu celkem 4 meésice. Bylo méreno pét samostatné zaznamenanych
podskupin nebo klinickych stav(li, které zahrnuji bolest, symptomy, ¢innosti kazdodenniho
Zivota, funkce ve sportu a rekreaci a QOL (kvalita Zivota) souvisejici s kolenem. Funkéni
hodnoceni bylo provadéno mési¢né po dobu 12mésicd. ** Studie byla provedena u &ty¥
pacientl. U tfi pacient(l byla oSetfena obé kolena a u jednoho pacienta jen jedno. Vzhledem
k tomu, Ze v soucasné dobé neexistuji Zzadné Iéky na [éCbu osteoartrdzy, je |écba zaloZena na
zmirnéni symptom0 a zlepSovani funkce. VSichni pacienti projevili zlepSeni kvality Zivota
souvisejici s kolenem. Sest kloubl se zlep$ilo na téméF normalni ve skupiné bolesti a

symptomu. Z toho tfi klouby se zlepS3ily na normalni ve vSech péti podskupinach. 3>

5.1.2 Vyuziti SVF bunék v plastické chirurgii.

Lipoinjekce je slibnd lé¢ba, ale v soucasné dobé je omezena nepredvidatelnymi
vysledky a nizkou mirou preziti stépu v disledku ¢aste¢né nekrdzy. K feseni téchto problému

byla vyvinuta nova strategie, pti které se pouziva stromalni vaskularni frakce (SVF) obsahujici
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ASC se izoluje z poloviny vzorku aspirovaného tuku a rekombinuje se zbyvajici polovinou
aspirace vzorku tuku. Tento proces pfeménuje pomérné progenitorovy chudy aspirovany tuk
na bohaty progenitorovy tuk. Ukazalo se, Ze transplantaci ASC-obohacené tukové tkané
pooperacni atrofie transplantovanych tukovych stépl byla minimalni a uspokojivé klinické
ASC je ucinnd i bezpecna. Dalsi studie s delSim sledovanim jsou nezbytné pro stanoveni
hodnoty této techniky. Pokracujici vylepseni v této technice by mohla v budoucnu pfinést

autologni prfenos tkané jako prvni volbu pro zvétSeni prsou. 36

5.2 Hematopoetické kmenové bunky- transplantace

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék je v mnoha pripadech jedinou nadéji
pro nemocného. Hematopoetické kmenové buriky jsou vyznamnou soucasti
transplantatl kostni diené pouzivanych k [é¢bé leukémii. >’ Hematopoetickd kmenova
bunka je dokonale pfizplsobena k produkci krevnich elementld. Maze produkovat
véechny linie krevnich bunék, coZ umoziuje lécCit Sirokou S$kdlu hematopoetickych

poruch. 2

Indikace pro transplantaci kmenovych bunék krvetvorby:

Akutni myeloidni leukémie

Akutni lymfoblasticka leukémie

Myelodysplasticky syndrom

Hodgkinova nemoc

Mnohoéetny myelom?®
Dale u karcinomu prsu a varlat a u détskych onkologickych onemocnéni. *®
Transplantace podle darce mizZeme rozlisit na:

e Autologni - ddrcem je sam pacient
e Alogenni - darcem je jiny ¢lovék

e Sourozenecka - ddrcem je HLA kompatibilni sourozenec
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e Pribuzenska - darcem je HLA kompatibilni pfibuzny
e Syngenni - sourozenecka transplantace, kdy jde o transplantaci mezi jednovajec¢nymi

dvojcaty. 39

5.2.1 Odbér krvetvornych bunék

Krvetvorné bunky je moiné ziskat klasickym odbérem kostni diené, nebo odbérem

z periferni krve. 19

Odbér kostni drené se provadi v celkové anestezii na operacnim sale. Z riznych mist
lopat kosti kycCelni se nasava dreriova krev specialnimi jehlami. Celkem se odebira 1 litr této
krve. Na rozdil od toho odbér z periferni krve je metoda mladsi, ale v soucasné dobé
preferovanéjsi. Darci je nékolik dni pfed odbérem aplikovan rlstovy faktor krvetvorby. Ten
zpUsobi, Ze se z kostni dfené do krve uvolni mnozstvi bilych krvinek, mezi nimiz se nachazi i
kmenové bunky. Ty se oddéli od ostatnich bunék pomoci separdtoru. Tento postup

nevyzaduje anestezii. 19

Samotna transplantace krvetvornych bunék nemocnému se poté provadi pomérné
jednoduse. Krevni buiiky mu jsou podany do zZily jako transfuze. Kmenové burky si sami
najdou misto v kostni dreni, kde se usadi. Pfed transplantaci musi pacient podstoupit
chemoterapii nebo celkové ozarovani aby se znicila nemocna kostni dien a nové bunky se

mély kde usadit. *°

Po autologni a syngenni transplantaci dochdzi k plnohodnotné produkci krvetvornych
bunék priblizné za 14 dni az tfi tydny od jejich podani. JelikoZ pfi téchto transplantacich jde o
buniky pacienta, nebo o bunky zcela shodné s pacientovymi, nemusi nemocny brat zadné

léky, které potlacuji imunitu darcovskych bunék. 19

Po alogenni transplantaci dojde také k prihojeni krvetvorby darce vétSinou za 14 dni az 3
tydny po jejich podani, ale nemocni musi dostavat jiZz nejpozdéji ode dne transplantace
imunosupresiva (léky potlacujici nezadouci imunitu darce), ktera brani rozvoji imunitnich

reakci vzniklych rozdily mezi butikami darce a p¥ijemce. *°

31



5.3 Embryonalni kmenové bunky

Embryonalni kmenové buriky je mozné ziskat z lidského embrya ve stadiu blastocysty
nebo moruly. Pro tyto Ucely se vyuzZivaji nadbyte¢nd embrya, kterd vznikla pfi asistovaném
oplodnéni. Nékdy pfi umélém oplozeni vznika vice embryi, které potom nejsou vyuzity a

rodi¢e je mohou darovat na védecké ucely. *

Tyto buriky maji dvé zdkladni vlastnosti. Neomezené se mnozi a dokdzi se preménit

na jakykoli druh lidské buriky. **

V Los Angeles probéhly ovérovaci testy experimentdlni l1éCby zdvainé ocni choroby
zvané makuldrni degenerace. Makularni degenerace je hlavni pfi¢ina slepoty ve vyspélém
svété. Lidé postizeni touto nemoci postupné ztraci zrak, protozZe jim v ocni sitnici odumiraji
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svétlocivé bunky, nebo do sitnice prorista husta sit cév.

Vyzkum ved| tym vedeny Robertem Lanzou z Univerzity of California. Cilem studie
bylo posoudit bezpecnost a snasenlivost bunék retindlniho pigmentového epitelu (RPE)
odvozenych od embryonalnich bunék, véetné tvorby teratomd, hyperprolyferace bunék a
imunitni reakce. Byly vybrany dvé pacientky - jedna pacientka s takzvanou suchou makularni
degeneraci a jedna stakzvanym Stargardtovym typem makularni degenerace. Byly
vypéstovany nahradni RPE, které byly pacientkdm vpichnuty do subretindlniho prostoru oka.
Transplantované bunky se v oku uchytily a mnozily se. Bylo zaznamenano funkéni vizudlni
zlepSeni obou pacientek. Ukazalo se to napfriklad pfi cteni rlzné velkych pismen na
zkuSebnim testu. Pacientka trpici tzv. suchou makuldrni degeneraci dokazala pred Iécbou
precist 20 typu pismen, po lécbé se ji zvysila ostrost zraku tak, Ze precetla az 33 typU pismen.
U pacientky trpici tzv. Stargardtovym typem makularni degenerace doslo také ke zlepseni.
Pred |écbou dokdzala rozpoznat jen pohyby rukou. Po 1é¢bé byla zrakova ostrost tak, Ze byla

schopna spoéitat jednotlivé prsty. **
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5.3.1 Etika ve vyuziti embryonalnich bunék

Ve vyuZiti kmenovych bunék je velky potencidl a ukazuje se, Ze by se tyto bunky
mohly pouzivat k 1é¢bé mnoha nemoci, jako jsou leukémie, poruchy imunitniho systému,
diabetu a dalSich. Velkym problémem je ale etika. Ziskdvani embryonalnich kmenovych
bunék je moZné pouze za cenu zniceni ranych embryi. Ziskané bunky jsou péstovany
v kulture, kterd obsahuje latky zamezuijici jejich spontanni diferenciaci. Tato praxe je eticky
vysoce kontroverzni a vyvolavd mezi experty i v rdmci SirSi verejnosti vazné spory. Tradi¢nim
etickym problémem je moralni status embrya. Diskuse se vedou o tom, zda je amoralni znicit
zarodek zivota kvlli ziskdni kmenovych bunék. Jejich vyzkum muze byt pro mnoho lidi
mnohem kontroverznéjsi nez ten, pfi némz se vyuzivaji kmenové bunky uméle vytvorené

z dospélych bunék téla. *®

5.4 Vyuziti kmenovych bunék z pupecnikové krve

Kmenové bunky z pupecnikové krve maji velky potencial. Pupecnikovd krev je
zdrojem mezenchymalnich kmenovych bunék, které lze diferencovat na bunky rdznych
pojivovych tkani, jako jsou kosti, chrupavka a tuk. Tyto bunky jsou také schopné se
diferencovat do bunék podobnych gliovym bunkam a hepatocytiim. Tyto bunky maji Sirsi

oblast diferenciace ne? kostni dief. **

Imunologickd nezralost kmenovych bunék pupecnikové krve umoznuje lépe
prekondvat imunologické bariéry darce a pfijemce a neni nutnd naprostd HLA - shoda, coz
zvysSuje Sanci na nalezeni darce. Navic je zde nizsi moznost reakce stépu proti hostiteli (graft
versus host disease — GVHD). Vzhledem k plvodu kmenovych bunék je minimalni riziko
kontaminace Stépu cytomegalovirovou infekci (CMV), kterd vyrazné ovliviiuje Uspésnost
transplantace. Na druhé strané malé mnoiZstvi kmenovych bunék ve vzorku pupecnikové
krve a nemoznost vyuZiti darce znovu vyrazné limituje Sirsi praktické pouZiti. Pfijemce stépu
ziskaného z pupecnikové krve dostava ve srovnani s prijemcem Stépu z kostni dfené asi jen

10 % CD34+ kmenovych bunék a selhdni Stépu po transplantaci predstavuje 10-20 %.
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Snizend imunokompetence mulZe byt naopak pfi¢inou vyssiho procenta recidiv
hematologickych malignit ve srovnani se Stépy ziskanymi z kostni dfené. Navic vzhledem k
relativné vysokému podilu genetického faktoru u vétSiny hematologickych malignit
pfevaZzuje vzhledem k riziku ndvratu onemocnéni preference neptibuzenského darce bez

genetické predispozice (alogenni pupecnikové krve). 32

5.4.1 Nemoci, které je mozné lécit alogenni pupecnikovou krvi

Transplantace krve a kostni diené je casto pouzivanym prostfedkem terapie rtznych
onemocnéni. Pupecnikova krev je vynikajici alternativa ke kostni dfeni. Pro onemocnéni
uvedend nize je transplantace krvetvornych bunék standardni Ié¢bou. U nékterych nemoci

je k 1é¢bé pristoupeno pouze tehdy, kdy primarni |é¢ba selhala. 4

Leukemie je rakovina krevniho imunitniho systému, jehozZ buriky nazyvame leukocyty nebo
takeé bilé krvinky.

Rozdéleni leukémii

e Akutni lymfoblasticka leukemie (ALL)

e Akutni myeloidni leukemie (AML)

e Akutni bifenotypicka leukemie

e Akutni nediferencovana leukemie

e Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL)

e Chronicka myeloidni leukemie (CML)

e Juvenilni chronickd myeloidni leukemie (JCML)
e Juvenilni myelomonocytdrni leukemie (JMML)
e Diserytropoetickd anémie

e Hodgkintv Lymfom *°
Jiné druhy rakoviny

e Neuroblastom
e Mozkové nadory

. . v .0 45
e Rakovina vajeéniku
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http://www.leukemia-lymphoma.org/all_page?item_id=7026

Poruchy krve

e Beta- talasemie major

e Akutni myelofibréza

e Amyloiddza

e Refrakterni anémie s nadbytkem blastl v transformaci

e Chronickd myelomonocytarni leukémie (CMML) *°

Také probiha spousta studii zabyvajicich se vyuZiti pupecénikové krve v [é€bé rliznych
onemocnéni. Naptiklad u détské mozkové obrny. Poranéni mozku pfi zastavé srdce u déti je
disledkem globalni cerebralni ischémie. Vysledek se lisi podle délky resuscitace. Bohuzel, u
naptiklad k mozkové obrné, pro které v soucasné dobé neexistuje Iék. Nedavno byly
predloZzeny experimentalni dikazy, které ukazuji, Ze systémova transplantace lidskych
mononuklearnich kmenovych bunék v krvi - zabranuje vzniku spastické parézy v modelu
perinatdlni ischemie u hlodavcd. Tyto slibné ucinky vedly k autologni transplantaci
mononuklearnich bunék z pupecnikové krve u ditéte s téZzkou mozkovou obrnou, které se
nachazelo v trvalém vegetativnim stavu. K této transplantaci doslo v roce 2009 v Ruhr-

Universitaet - Bochum, v Némecku. 46

Jednotka pupecnikové krve (CBU) obsahovala 91,7 ml krve, s mononuklearnimi
bunkami bez erytroblastl. Po transplantaci byly zaznamenany mirné nezddouci ucinky
(pfechodnd hemoglobinurie, nauzea a hypertenze) a sledovani pokracovalo po dobu 36
hodin. Pacient byl propustén do rehabilitacniho centra, kde byla kazdodenné zajisténa
fyzioterapie a ergoterapie. Nasledné sledovani bylo naplanovano po 2, 5, 12, 24, 30 a 40

mésicich. *

Po |é¢bé pupecnikovou krvi doslo k pozoruhodnym zméndm v psychomotorickém
vyvoji. Po Cétyfech tydnech byla spasticita mirné snizena. Po dvou mésicich se zlepsila
motorickad kontrola hlavy a zrak se ¢astecné zotavil, stejné jako EEG. Pacient mohl uchopit,
drzet, ukousnout, Zvykat a polknout susenku, vyvinul socidlni usmév, smal se pfi hrani.
Dokazal sedét v rehabilitatnim kocare. Pacient vSak stale vykazoval zavainy neurologicky
zbytkovy syndrom. Po péti mésicich byl EEG normdlni. Pacient prokazal kratky o¢ni kontakt a

35



fixaci, sledoval predméty a dokazal tleskat rukama, bez tfesu, védél a ukazal své organy
(ucho, nos, bficho). Po 1 roce doslo ke zlepsSeni socidlni interakce, podavani a jemné
motorické ovladani obou rukou. Mohl uchopit a jist arasidy. Sedél bez podpory, s oporou
stdl (problém s vyvdzenim), a poprvé s podporou chodil. Po 40 mésicich doslo k dalSimu
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zlepseni jak vnimavé, tak i expresivni feCové (Ctyri slovni véty, 200 slov) a chize.

5.4.2 Lécba v klinickych studiich

Klinickd studie je test na pacientech pro nové |é¢ebné postupy, které nebyly jesté
pfijaty jako standardni lé¢ba. Védci vyvijejici léky, biologické prostfedky a zdravotnické
prostfedky musi zajistit bezpecnost vyrobk( a prokazat Iékarské vyhody u lidi. Pre-klinicky
vyvoj zacina pred klinickymi zkouskami a hlavnimi cili je urcit bezpecnost a ucinnost téchto
postupl. Vyzkum muiZe zahrnovat farmakodynamiku, farmakokinetiku, absorpcni,

distribu¢ni, metabolické a exkre¢ni studie a testovani toxicity. *’

V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny probihajici studie za vyuziti autologni a alogenni

pupecnikové krve a faze klinického hodnoceni, které v soucasnosti probihaiji. 47

Faze klinického hodnoceni jsou kroky ve vyzkumu, kde se zjistuje, zda je lék
prospésny nebo Skodlivy. U lidi zahrnuji klinické studie faze I, Il, lll, IV. Jednotlivé faze

definovany a déleny takto:

1. Faze 1: Hodnoti nejlepsi zplsob podavani léku, jeho frekvenci a davku, maximalni
tolerovanou davku a vedlejsi ucinky. Vyhodnocuje se tolerance, farmakokinetika a
farmakodynamika. Tyto studie urcuji, zda je l1é¢ba bezpecnd. Studie obvykle zahrnuje
20 aZ 100 pacientl a je monitorovana klinickym vyzkumnym pracovnikem.

2. Faze 2: Tyto studie se provadéji na vétsich skupindch (100 az 300 jedincl) a jsou
provadény proto, aby bylo mozné posoudit, jak dobre funguje I1ék a pokracuje se v
hodnoceni bezpecnosti terapeutické davky, kterd byla stanovena béhem faze |, a

pacienti jsou sledovani klinickym vyzkumnym pracovnikem.
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3. Faze 3: Studie faze Ill jsou vyhodnocenim Ié€by v plném rozsahu a jsou navrZeny tak,
aby porovnaly uc¢innost nové |éCby se standardnim osSetfenim. Jednd se o nejptisné;si
a nejrozsahlejsi typ védeckého klinického vyzkumu nové lécby. Toto je faze pred
uvedenim na trh. Jsou to ¢asové ndrocné pokusy. Provadi se na velkych skupinach lidi
(100 az 3000). Pacienti jsou sledovani klinickym vyzkumnym pracovnikem a osobnim
lékarem.

4. Faze 4: Faze IV zahrnuji vSechny studie provadéné po schvaleni |éCivého pFipravku.
Jsou to post-marketingové sledovaci studie. Ustfednim bodem studii je, jak léky
pracuji v redlném svété. Zjistuje se ucinnost a detekce vzacnych nebo dlouhodobych
nezadoucich ucinkd u mnohem vétsi populace pacientli. Vyhodnocuje se delsi casové
obdobi, stanovi se naklady na zdravotni péci. Mohou byt stanoveny nové klinické

. . s v 47
indikace pro lécivo.

Neurologické poruchy

Diagndza Alogenni Autologni
. Faze 2
Autismus .
Faze 1l
Faze 2
. , , Faze 2
Détska mozkova obrna Faze 2 ]
Faze 1l
Faze 2
Ztrata sluchu (ziskana percepcni) Faze 2
Hypoxicka ischemicka encefalopatie (HIE) Faze 1
Poranéni michy Faze 2
Tabulka ¢. 1

Prevzato z: https://parentsguidecordblood.org/cz/lecitelna-onemocnenitstandardni
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http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01991145
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http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00593242
http://will2walk.org/2010/08/12/scinetusa-clinical-trials-for-possible-spinal-cord-injury-therapies/
https://parentsguidecordblood.org/cz/lecitelna-onemocneni#standardni

5.5 Onemocnéni potenciondlné lécitelné bunécnou terapii

Terapie kmenovymi bunkami je definovdna jako terapie, pfi které je pacientovi
injektovan bunécény material. Transplantace lidskych bunék od darce k pacientovi ma silné
vyhlidky do budoucna. Terapeutické aplikace zahrnuji terapii nervovych kmenovych bunék,
terapii mezenchymalnich kmenovych bunék a dalsi, jako je transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék. Bunécna terapie mlze byt provedena s mnohem mensim rizikem pro
pacienta a mlze byt aplikovan také na pacienty, ktefi jsou vazné nemocni a nebudou schopni

tolerovat transplantaci organd. 48

5.5.1 Diabetes mellitus 1. typu

Jednd se o autoimunitni onemocnéni, které vznika pfi nedostatku inzulinu. Inzulin je
produkovan beta burikami Langerhansovych ostrlvkd v pankreatu, které jsou poskozeny
imunitnim systémem pacienta. Inzulin fidi vstup glukézy témér do viech bunék organizmu i
vyuZiti glukdzy v organech. Pfi nedostatku inzulinu neni glukéza spotfebovana a vznika
hyperglykémie (zvySend hladina cukru v krvi), kterd pacienta ohroZuje na Zivoté. Dochazi

sV 1 v , e v s v , o v . v s s . . 4
k vaznému naruseni vnitfniho prostfedi a mlze dojit az k selhani metabolismu a ke smrti. ?

5.5.1.1 Vyuziti Embryondlnich kmenovych bunék (ESC):

Vytvareni funkénich ostrlivkd pankreatu bylo cilem biologli uz od pocatku roku 2000.
Embryonalni kmenové buriky predstavuji slibny zdroj pro tvorbu endodermu slinivky bFisni.
Mnohé studie uvadéji uspésSnou tvorbu pankreatickych beta-bunék, které reaguji na

glukc')zu.50
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5.5.1.2 VyuZiti kmenovych bunék z pupecnikové krve:

Stale roste zdjem o terapeuticky potencidl 1éc¢by pupecénikové krve k modulaci
autoimunitnich onemocnéni. Ve vyzkumném centru na Floridské univerzité byla provedena
oteviena studie faze | s pouzitim autologni infuze pupecnikové krve s cilem zlepsit diabetes

1. typu. >t

Patnact pacientl s diagndzou diabetu 1. typu, u kterych byla skladovana autologni
pupecnikova krev, podstoupila jednorazovou intravendzni infazi autolognich bunék. Pro
optimalizaci glykemické kontroly byly pouZity intenzivni rezimy inzulinu. Metabolickd a

. . / v v / v . , , v ’ . 1
imunologicka vysetfeni byla provedena pred infuzi a po stanovenych ¢asovych intervalech. >

Autologni transfluze pupecénikové krve u déti s diabetem typu 1 je bezpecnd, ale
dosud neprokdzala ucéinnost pfi zachovani C-peptidu. 2 leté nasledné sledovani je potfebné k
uréeni toho, zda mohou byt autologni pristupy zaloZzené na pupecnikové krvi pouzity ke

zpomaleni poklesu endogenni produkce inzulinu u déti s diabetem 1. typu. >*

Potencial pupecnikové krve k ucasti v budoucnosti Ié¢by diabetu typu 1 existuje.
Presto je zapotiebi prozkoumat nékolik Ié¢ebnych postupli a pravdépodobné je treba
kombinovat nékolik zplsobl, jak dosahnout snu o bezpetném trvalém zvraceni nemoci,
nebo prevenci diabetu 1. typu. Budouci Usili o pouZiti autologni pupecnikové krve pfi 1é¢bé
diabetes mellitus 1. typu bude pokracovat s dlrazem na mechanické studie, stanoveni

komparativnich skupin vhodnych pro vék a pfidani vice bezpe&nych terapif. >

5.5.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je multisystémové neurodegenerativni onemocnéni. Postihuje
centrdlni nervovou soustavu. Jeho pfic¢inou dochazi k ubytku nervovych bunék v mozku
v oblasti substantia nigra (Cerna substance) a locus caeruleus. V této ¢asti mozku se vytvari
dopamin, cozZ je neurotransmiter (prenasec) signalll mezi nervovymi burikami (neurony). U

. . . , , 52
nemaoci se rozvine demence a porucha motorickych funkci. >
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Pfiznaky nemaoci jsou:

e Rigidita

e Ztrata mimiky obliceje
e Sehnutd postava

e Pomaly pohyb

e Soupava chlize

e Tfes nejvice patrny v klidu >

5.5.2.1 VyuZziti mezenchymadlnich kmenovych bunék (MSC)

MSC jsou schopné za urcitych podminek diferencovat na rdzné typy bunék, jako jsou
osteoblasty, adipocyty a chondrocyty. Také se mohou diferencovat do nervovych linii. Mély

by byt schopné vyvinout se v neurony produkujici dopamin. >3

Neurony odvozené od
kmenovych bunék jsou cennym zdrojem pro substitucni bunécné terapie u Parkinsonovy

choroby. **

5.5.2.2 VyuZziti Embryondlnich kmenovych bunék

Embryonalni kmenové burky lze v laboratornich podminkach premeénit v kterykoliv
typ lidské bunky. Védcim se podafili pfeménit lidské embryondlni buriiky na neurony
potfebnych vlastnosti. KdyZz neurony transplantovali do mozku potkan( s ptiznaky
Parkinsonovy choroby, stav zvifat se zlepSil. Pfestala ztracet rovnovahu a vratila se jim
koordinace pohybu. Problémem bylo, Ze se objevily nezadouci vedlejsi efekty v podobé
nekontrolovatelného mnozeni bunék (nddorové bujeni). Z tohoto dlvodu tuto Iécbu neni

mozné pouZivat. >
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5.5.3 Vyuziti kmenovych bunék u predcasné narozenych déti

Védci sledovali ucinky poddvani kmenovych mezenchymalnich bunék 9 predcasné
narozenym détem. U takto narozenych déti je cCasto pritomné nedovyvinuti nékterych
organu, hlavné plic. Kmenové bunky byly podany pridusnici, sledovani probihalo 2 roky.
Sledovaly se nezddouci Ucinky podani kmenovych bunék, rlist déti a vyvoj dychaci a nervové
soustavy. Vysledky byly porovnany s détmi, které touto terapii neprosli. U déti se nevyskytly
74dné neiddouci uginky spojené s lécbou. Zadné z déti nepotiebovalo doddvat kyslik
v domacim prostredi po propusténi z nemocnice, jak tomu bylo u 22 % déti, které kmenové
buriky nedostaly. Déti s kmenovymi burikami [épe pfibiraly na vaze, Zadné nemélo mozkovou
obrnu, slepotu, nebo vyvojové opozdéni. Naproti tomu v kontrolni skupiné mélo 1 dité

mozkovou obrnu a 1 bylo vyvojové opozdéné. *°
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6.0 Zaveér

Zadanim této bakalarské prace je reSerSe odborné literatury a informacnich zdrojq,

které se zaméruji na vyuziti kmenovych bunék.

Kmenové bunky predstavuji velkou nadéji zejména pro obory tkdriového inzenyrstvi a
regenerativni mediciny. Vyzkum kmenovych bunék je rychle se rozvijejici obor a predpoklada
se, Ze kmenové bunky budou v relativné kratké dobé rutiné pouzivany v klinické praxi. Do
budoucna jsou jednou z mozinosti bunécné terapie. Kmenové buriky bude mozné pouzit
v testovani novych Ié¢iv nebo novych terapeutickych metod v oblasti genetiky. V soucasné
dobé se véda setkdvd s uspéchy v Iécbé prerusené michy a nervd a dalSich poranéni.
Probihaji také vyzkumy v lIécbé degenerativnich onemocnéni, jako je Parkinsonova choroba.
Dale u onemocnéni jako diabetes mellitus, nebo mozZnosti vyuziti kmenovych bunék u

predc¢asné narozenych déti.
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