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Poranenie miechy a jeho terapia pomocou mezenchymalnych kmeniovych buniek

Abstrakt

Pacienti s vaznym poranenim miechy (SCI - spinal cord injury) maji malu Sancu na
plnohodnotny navrat do ich poévodného Zivota. Tento druh zraneni nechava doZivotné
nasledky ako na samotnom pacientovi, tak aj na jeho najblizSom okoli, rodine a celosvetovo
st vyddvané nemalé finan¢né prostriedky pre znovuzaclenenie tychto pacientov do
spolo¢nosti. Tato praca sa zameriava na popis poranenia miechy, jeho komplikovanost’ a
moznost’ liecby pomocou novej terapeutickej metddy mezenchymalnymi bunkami. Prva cast’
pojednava o zdvaznosti poranenia miechy a jeho patofyzioldgii s predstavenim naslednych
klinickych faz. Druhd ¢ast’ je venovand novym lieCebnym metdédam a pristupom s doérazom na
bunkovl terapiu. Tretia cast’ predstavi lieCebni metédu pomocou mezenchymalnych
kmenovych buniek (MSCs - mesenchymal stem cells), ktorych imunomodulacné a
protizapalové vlastnosti, tak ako ich schopnost’” migracie do miesta poranenia a moznost’ ich
genetickej] modifikacie z nich urobili skvelych kandidatov na liecbu tohto zé&vazného

poranenia.

KTItcové slova:

Poranenie miechy, kmenové bunky, mezenchymdlne kmenové bunky, bunecnd terapia,

regenerativna medicina
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Abstract

Patients with serious spinal cord injury (SCI) have a little chance of a full return to their
original life. This kind of injuries leaves lifelong consequences as on the patients themselves,
as well as their surroundings and family. Considerable financial resources are, worldwide,
granted for reintegratation of these patients into society. This work focuses on the description
of spinal cord injury, its complexity and the possibility of treatment by new therapeutic
methods of mesenchymal cells. The first section discusses the severity of spinal cord injury
and its pathophysiology with the performance of subsequent clinical phases. The second part
is dedicated to new treatment methods and approaches, with an emphasis on cell therapy. The
third part presents treatment method using mesenchymal stem cells (MSCs), which
immunomodulatory and anti-inflammatory properties, such as their ability to migration to the
injured area and the possibility of genetic modification, made them a great candidates for the

treatment of serious injuries.

Keywords

Spinal cord injury, stem cells, mesenchymal stem cells, cell therapy, regenerative medicine



Poranenie miechy a jeho terapia pomocou mezenchymalnych kmeniovych buniek

Pod’akovanie

Rada by som pod’akovala vediicej mojej bakalarskej prace,
PharmDr. Sarke Kubinovej, Ph.D. za ochotu, trpezlivost’ a

cenné rady, ktorymi mi pri vypracovani tejto prace pomohla.



Obsah
1. Zoznam pouZityCh SKratiek...........ooiiiiiiiiiiiiii e
2. VO ettt
3. Patofyzioldgia poranenia Mi€CHY ...........cooeuiiiiiriiiiiieiiiiie et et e e aeee e e
3.1 PrimArne POTANEGIIE. ......cceiiiiiieiiiiie e ettt ettt e ettt e e ettt e e ettt e e e ettt e e e s anteeeesanbeeeeeaabeeeeesanseeeas
3.2 SeKUNAINE POTANCIIIE. ... ..eiiiiiiiiieiiiiie e ettt e e eiete e e eiete e e ettt e e eeeeeeessnbeeeeeessaeeeesanseeeeeanseeeennns
3.2.1 AKUNG TAZA 1.t
322 SUbAKUNA FAZA.....couiiiiiiiiiie e
323 CRIONIiCKA TAZA.....coiiiiieiiiie ettt e et te e e ettt e e e snteeeesenteeeeeans
324 GOV JAZVA....eiiiiiteiiit ettt ettt et s e ettt e sbeeenareeans 10
4. NOVE lIECEDNE POSTUPY..cceiiiiiieiiiiiiieeiitieeeeeiiee ettt e e e et ee e e ettt eeeeebaeeeeesabeeeeensnseeaeanes 11
5. BUNKOVA tErAPIA c...eviiiieiiiiee ettt e ettt e et e e e e e e 12
5.1 Embryonalne Kmenove bunky............ccoeiiiiiiiiiiiiii e 12
5.2 Neuralne Kmenove DUNKY ......cc.uiiiiiiiiiiiii e ettt e e 12
6. Terapia mezenchymalnymi kmeniovymi bunkami............ccocceiiiiiiniiiiniiiniiinicenen, 15
6.1 Aplikéacia nemodifikovanych MSCs do miesta s SCl.........coooiiiiiiiniiiiiiiiiieeiee e, 16
6.2  Neuralna diferenciacia MISCS........coiuiiiiiiiiiitiiic ettt 18
6.3 Genetickd MOdIfIKACIA MISCS......uiiiiiiiiiiiiiiieniit ettt e 19
6.4  MSCs a ich imunomodulacngé VIastnoSti..........ccueeeerriiirerniiiiee ettt 21
6.5  Bezpecnost' transplantdcii MSCS........uiiiiiiiiiiiiiiie et 23
T ZLAVET .ottt e et e ettt e e st e e e e e 25
8. Z0ZNAM HEETATUTY ..eeeiiiiiiiieeiiiiee ettt e e ettt e e ettt e e e et e e e e nabeeesennnsaeeeennnseeeas 26
8.1 LItEIAINe ZATOJE ...eeeeieiiieeeiieie ettt ettt e ettt e e ettt e e et eeesnteeeeeenbteeeeeneee 26
8.2 INETNELOVE ZATOJC .. eeeeuiiiieeeiiiiee ettt e ettt e ettt e e ettt e e e ettt e e st e e e e aateeeesaabeteeeanreeeeeanseeeeanns 31

Poranenie miechy a jeho terapia pomocou mezenchymalnych kmeniovych buniek

(1]



Poranenie miechy a jeho terapia pomocou mezenchymalnych kmeniovych buniek

1. Zoznam pouzitych skratiek

BDNF — mozgovy neutrofny faktor (brain-derived neutrophic faktor)
BBB — hematoencefalicka bariéra (blood—brain barrier)

BMSCs — bunky kostnej drene (bone marrow stromal cells)

cAMP — cyklicky adenozinmonofostat (cyclic adenosine monophosphate)
CNS — centralna nervova sustava (central nervous system)

DMSO - dimetylsulfoxid

EGF - epidermélny rastovy faktor (epidermal growth factor)

ESC — embryonélne kmetiové bunky (embryonic stem cells)

FGF2 — rastovy faktor fibroblastov (fibroblast growth factor-2)

FLIP — inhibi¢nych proteinoch podobnych FLICE (FLICE like inhibitory proteins)
GFAP — glidlny fibrilarny kysly protein (glial fibrillary acidic protein)
GFP — zeleny fluorescenény protein (green fluorescent protein)

GM-CSF - faktor stimulujtci rast kolonii granulocytov a makrofagov (granulocyte-monocyte
colony-stimulating factor)

GVvHD - reakcia Stepu proti hostitel'ovi (Graft-versus-Host disease)
HGF - rastovy faktor hepatocytov (hepatocyte growth factor)
HLA — l'udsky leukocytarny antigén (human leukocyte antigens)
HSCs — hematopoetické kmenové bunky (hematopoetic stem cells)
hUCB — l'udska pupoc¢nikova krv (human umbilical cord blood)
IGF — inzulinu podobny rastovy faktor (insuline-like growth factor)
IL-1 — interleukin-1

IL-4 - interleukin-4

IL-10 - interleukin-10

IL-1RN — antagonista receptoru pre IL-1

MMP-2 — metaloproteinaza-2 (metalloproteinase-2)

MSCs — mezenchymalne kmenové bunky (mesenchymal stem cells)
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NeuN — neuralne jadro (neuronal nuclei)

NGF — nervovy rastovy faktor (nerve growth factor)

NK bunky — prirodzene cytotoxické bunky (natural killers)

NO - oxid dusny

NOD mice - neobézna diabetickd mys(nonobese diabetic mice)

Nogo — inhibitor rastu neuritov (Neurite outgrowth inhibitor)

NPC — neuralne progenitorové bunky a prekurzory (neural precursor cells)
NSCs — neuralne kmenové bunky (neural stem cells)

NSE — neurén-Specifické enolaza (neuron specific enolase)

NT-3 — neutrofin-3 (neurotrophin-3)

OEG - olfaktorické gliové bunky (olfactory ensheathing glia)

PLGA — Poly-D,L-lactide-co-glykolid

PLO — Poly-L-Ornithin (Poly-L-Ornithine)

SCI — poranenie miechy (spinal cord injury)

TGFp — transformacny rastovy faktor B (transforming growth factor-beta)
TNF-a — faktor nadorovej nekrozy (tumor necrosis factor o)

TrkB — tyrozin-kindzové receptory triedy B (TrkB tyrosine kinase)

VEGF — vaskularny endotelidlny rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)

XIAP — protein inhibujici apoptdzu nachadzajici sa na X chromozome (X-linked inhibitor of
apoptosis protein)
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2. Uvod

Poranenia miechy (SCI - spinal cord injuries) predstavuju vazny socioekonomicky
problém ako pre samotnych postihnutych, tak ipre ich okolie. SCI sa tyka prevazne
vyspelych krajin sveta asuvisi srozvojom automobilovej dopravy, Urazmi pri praci,
vol'no€asovych aktivitdich a nasilnymi trestnymi ¢inmi. Priblizne 2,5 miliona l'udi na svete
Zije a bojuje s tymto zranenim a kazdorocne pribuda asi 130 000 novych pripadov. Incidencia
tychto pripadov je vo vyspelych krajinach asi 5 na 100 000 obyvatel'ov, v USA to ¢ini rocne
asi 12 000. Velky problém SCI je taktieZ ich ekonomicka zat'az, ¢i uz samého jednotlivca
ajeho rodiny, tak aj Statu. Len v USA je vynalozenych 7,6 mld. $§ ro¢ne na rieSenie
problémov spojenych s tymto druhom zranenia'. V CR je incidencia asi 200-300 pripadov

v 2
rocne .

Klinicky obraz 1ézie miechy je anatomicky uréeny rozsahom a vySkovou lokalizaciou
patologického procesu. Podl'a lokalizacie poranenia sa v stivislosti s motorikou rozliSuje:
-Pentaplégia - poskodenie miechy v oblasti segmentov CI1-C4. Vyskytuje sa ochrnutie
vsetkych koncatin, branice, ochrnutie brusného a trupového svalstva
-Kvadriplégia (tetraplégia) - poskodenie miechy vrozsahu segmentov C5-Thl, kedy sa
vyskytuje Ciasto¢na strata pohyblivosti hornych koncatin a Gplné strata pohyblivosti dolnych
koncatin a trupu.

-Paraplégia - vznika pri 1ézii hrudnej miechy segmentov Th1-Th12. Podla vysky poranenia st
postihnuté trup, brusné organy, organy panvy a dolné koncatiny.
-Paraparéza - vnikd pri 1ézii v bedrovej oblasti (L1-S2) s manifestaciou na dolnych

koncatinach.

V sucasnej dobe nie st zname lieCebné metddy, ktoré by uplne zregenerovali poskodené
tkanivo a tym obnovili stratené motorické a senzorické funkcie. Dne$né Standardizované
lieCebné metddy zahrnujt chirurgicku stabilizaciu, fixaciu chrbtice, aplikdciu kortikosteroidov
a naslednu rehabilitdiciu. Hoci moderné liecebné postupy skuto¢ne znizili mortalitu tychto

zraneni, morbidita pacientov s poranenim miechy je stile naozaj vysoka. Zlozitost’ patologie

Prevzaté z:
'http://www.campaignforcure.org/index.php/general-information

*http://www.medicabaze.cz/index.php?sec=term_detail&termId=1376&tname=Poran%C4%9Bn%C3%AD+m%
C3%ADchy+-+rehabilitace
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tohto druhu poranenia vyzaduje vyvoj a aplikdciu novych postupov, ktoré budi pozitivne
posobit’ proti inhibicnému prostrediu v mieste poranenia a pomoZu regenerovat’ poSkodené
nervové tkanivo. Sucasné moznosti lieCby s stdle malo efektivne aich mierne funkéné

zlepSenia su dosahované skorou dekompresiou a naslednou rehabilitaciou.

Cielom mojej bakalarskej prace je zhrnit' zdkladné poznatky o mechanizmoch
regeneracie poskodenej centralnej nervovej sustavy (CNS - central nervous system) pri SCI za
pomoci pouzitia mezenchymalnych kmenovych buniek. V prvej ¢asti mojej prace je popisana
Struktira miechy a mechanizmus jej poSkodenia spolo¢ne s popisom roznych $tadii SCI.
Druhé cCast’ je venovana novym lieCebnym metdédam pri tomto druhu zraneni a zameriava sa
najmi na bunkovu terapiu. Tretia Cast’ popisuje rozne formy aplikdcie MSCs pri SCI a ich

dopady na modelovych jedincov.

(5]



Poranenie miechy a jeho terapia pomocou mezenchymalnych kmeniovych buniek

3. Patofyziologia poranenia miechy

Poranenie miechy je velmi heterogénne a pohybuje sa v rozmedzi od makroskopicky
normalne vyzerajiicej miechy, kde je histologicky nalez (napriklad demyelinizacia), az po
uplnu transekciu, ku ktorej dochadza velmi zriedka. SCI sposobuje odumieranie buniek,
vratane neurdnov, astrocytov, oligodendrocytov a buniek prekurzorov (Horky et al. 2006)
a zapri¢inuje vznik réznych druhov cyst a dutin, ktoré naruSaji vzostupné a zostupné drahy
axonov aj napriek tomu, ze biela hmota po obvode nemusi javit zndmky poSkodenia. Z

patofyziologického pohl'adu mézeme poranenia miechy rozdelit’ na primarne a sekundarne.

3.1 Primarne poranenie

Primdrnym poranenim je oznacovany samostatny mechanicky proces poskodenia
miechy v dosledku traumy (Taoka and Okajima 1998). V désledku primarneho trazu
dochadza k mechanickému poSkodeniu neurdlnych a dalSich mikkych tkaniv, vratane
cievneho endotelu, o Casto vedie ku krvacaniu, intravaskularnemu trombu a opuchu (Tator
and Koyanagi 1997). Porucha funkcie neurénov prispieva k rozvoju miechového Soku
(Ditunno et al. 2004) a vedie k strate funkcie v Urovni a pod troviiou SCI. Nasledkom
oxidativneho stresu a mechanického poSkodenia membran zaina rozvrat extraceluldrneho
prostredia a iontova nerovnovaha. Porucha nervového vedenia a kumulacia niektorych
neurotransmiterov (napr. glutamat) poskodzuje neuréony v okoli naruSenej miechy
mechanizmom excitotoxicity (Wrathall et al. 1996). Ddsledkom primarneho poranenia je

poranenie sekundarne.

3.2 Sekundarne poranenie

Sekundarne poranenie zahfila procesy rozdelené do troch faz: akttne, subakutne a
chronické. Predpokladéd sa, ze vicsina patologickych zmien je spdsobena prave nésledkom
sekundarnych procesov (edém, ischémia, krvacanie, zapal, bunéénd trauma suvisiaca

s kalciom, radikalmi, NO, glutamatom).
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3.2.1 Akutna faza

Casovy rozsah je 2-48 hodin po samotnom traze. V priebehu tejto fizy sa roziruje
oblast’ poranenia. Charakteristickym znakom je zvySend tvorba volnych radikalov, rozvoj
zapalu, edému a krvacania. Jedna sa o kombindciu vazogénneho edému, charakterizovaného
poruchou integrity hematoencefalickej bariéry (BBB - blood-brain barrier) s naslednym
unikom plazmy do extracelularneho prostredia. Toto spOsobuje znizenie krvného tlaku a
rozvoj ischémie vdaka tlakovym zmendm. K prvotnému edému sa pridruzuje edém
cytotoxicky, ktory je intracelularny a postihuje hlavne astrocyty a moze mat’ devastujice

nasledky pre miechu.

Neurény odumierajii bud’ okamzite po poraneni alebo s odstupom niekol'kych hodin.
Zatial' ¢o v okamzZitej faze poranenia je bunkova smrt’ spdsobend mechanickym trazom, tak
v sekundarnej faze je nasledkom ischémie tkaniv podloZenej zniZenou perfiziou, krvacanim
a opuchom (Tator and Fehlings 1991). Pri tom prichadza k poruseniu vel'mi krehkej iontovej
rovnovahy na bunkovych membrénach. Pre Zivot bunky je potom obzvlast’ dolezité udrzat’
nizku koncentraciu intracelularneho vapniku Ca*". Hlavnu rolu v tom zohréavajii membranové
receptory excitocitdirnych neurotransmiterov - glutamatu a asparatu, ktoré sa nachadzaja vo
vysokych koncentracidch v posttraumatickom obdobi a sposobuji dal§iu stimulaciu
neurénov. Tato hyperstimuldcia moéze viest az k ich smrti (Olney 1969). PoSkodenie BBB
umozni vstup toxickych latok a infiltraciu buniek parenchymu krvnymi bunkami, kde sa
podielaju na zdpalovej reakcii. Neuroimunitnd odpoved’ na vaskularne reakcie a proteiny
sekretované aktivovanymi astrocytmi a mikrogliami moZu eSte viac zvysit priepustnost’ BBB,
ulah¢it’ migraciu leukocytov do poskodeného tkaniva, a tym urychlit’ rozvoj zédpalu (Weber et
al. 2007). V pripade SCI mé zapalova reakcia ako pozitivne, tak i negativne Uc¢inky. Faktor
nadorovej nekrozy o (TNF - a - tumor necrosis factor ) je hlavny zdpalovy mediator, ktory je
po poskodeni miechy vo zvySenej miere exprimovany v neuronoch, glidch a endotelidlnych
bunkach (Yan et al. 2001). Inhibicia jeho signélnej kaskady viedla k funkénému zlepSeniu po
SCI (Bethea et al. 1999). V inom vyskume bol vSak preukazany aj jeho neuroprotektivny
ucinok ako in vitro, tak in vivo, kde TNF-a deficientné potkany vykazovali vy$$i pocet
apoptotickych buniek, vacsiu 1éziu a zhorSené funkcie v porovnani s kontrolnymi jedincami
(Kim et al. 2001). Vhodnd modulédcia imunitnej odpovedi na poranenie miechy je velmi

dolezitym krokom pri komplexnej liecbe SCI.

(7]
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V priebehu akutnej faze SCI dochadza k bunkovej smrti ako nekrézou, tak apoptdzou.
Nekréza neurénov je dosledkom vyssie spomenutého mechanického poSkodenia, rozrusenia
bunkovych membran a excitotoxicity, apoptdza bola pozorovana skor ojedinele. Naproti tomu
u myelinizujucich buniek oligodendrocytov bola spozorovand apoptéza ako v akutnej, tak v
d’alSich fazach SCI (Sahni et al. 2010). Blokada apoptozy je tak jednym z terapeutickych
ciel'ov v liecbe SCI (Obr.1).

Poranenie miechy

Lo
ischémia

W
zlyhanie energetickéhg|metabolizmu

N
influx Ca2+
N
Wy

N

uvolnenie glutamatu —— volné radikaly poskodenie BBB
N \L
Wy
exitotoxicita ——'| peroxidacia lipidov zapal/imunitna reakcia
= NEKROZA - = APOPTOZA

Obr. 1 Schéma pato-fyziologickej kaskady po akutnom SCI podl'a Klussmann and Martin-Villalba (2005)

3.2.2 Subakutna faza

Subakutna faza poranenia miechy sa popisuje v rozmedzi cca od 2 dni do 2 tyzdiov po
poraneni (Rowland et al. 2008). Je charakterizovana velkou aktivitou mikroglii a ich
participaciou na zapalovych procesoch. Fagocyt6za nekrotického bunkového detritu a
odstraiiovanie zvySkov myelinu, moZe prispiet’ k podpore axondlnej regenerdcie. V tomto
¢asovom obdobi po poraneni dochadza taktiez k hypertrofii astrocytov na okrajoch 1ézie a ich
aktivacii. V centre poranenia naopak pokracuje ich odumieranie a nekréza. Aktivované

astrocyty majui zvySeni metabolickt aktivitu, proliferuji a oddel'uju agresivne prostredie 1ézie

(8]
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od zvySkov tkaniva. Dochéddza k tvorbe astrocytarnej (glilnej) jazvy, ktord je bariérou pre

regeneraciu neurénov(Eddleston et al. 1993).

3.2.3 Chronicka faza

Chronickd faza poranenia, ktora nastupuje v priebehu tyzdiiov po poraneni a trva
niekol’ko rokov pokracuje apoptdzou, jazvenim, demyelenizaciou, stabilizaciou gliovej jazvy
a tvorbou cyst (Obr.2). Zéanik oligodendrocytov vytvarajucich myelinove poSvy sposobuje
d’alSiu demyelinizaciu nervovych vldken (Fawcett and Asher 1999). V dosledku formacie
cysty a jej zvacSovania moze dojst k rozvoji syringomyélie. Je mozné pozorovat zndmky
regeneracie a axonalneho pucania, ¢o modze viest’ k Ciastocnej reinervécii, ale aj k chronickej
bolesti (Christensen and Hulsebosch 1997). V tejto faze poranenia sa terapeutické pristupy

zameriavaju na redukciu inhibujucej gliovej jazvy a premostenie kavity.

Zeda hmota

centralny kanal

Pudiaci axon bielz hmota
Makrofégy a

reny A &1
Nevovytvorany antercgradna degenariacia

cbvod
Jazva: fibroblasty,
Schwanove bunky a

Gliova reaktivita: reaktivne glie

ASTrOCYTY
progenitorove bunky
mikroglie

Podporné Struktury
Trabeculae

Cysta
Zastaveny axondlny
rast
Demyelinizacia pokoika
=
Faktory b
inhibujlice
i , rast
1 Smary
| )
| -
Krenislny
pan I
| > Anteriorny Pesterseny
E / Keuddiny
' o) Typy buniek
Atrofovany QKortikalne neurény
swal ©@5enzorické neurdny
CInterneurdny

OfMotorické neurény
O@pokratujica
bunefna smrt

Obr. 2 Schematické znadzornenie miechy po zraneni. Sagitilny pohl'ad na cervikalny region po SCI,
vykresl'ujuci kombinaciu znakov z roznych typov poraneni. Vel'ké mnozstvo buniek odumiera okamzite po
poraneni, rovnako tak bunky odumieraji aj postupne po SCI. Cysty sa zvycCajne formuju po kontuzii

miechy. Po penetracnych poraneniach bunky z PNS vnikaju do poraneného miesta, kde spolu s astrocytmi,
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progenitorovymi bunkami a mikrogliami formuju gliova jazvu. Velké mnozstvo zostupnych a vzostupnych
dréh je prerusenych aneschopnych regeneracie. Niektoré axony vytvoria nové spojenia s motorickymi
drahami pomocou interneurénov. Na strane cysty mézu axony pucat’ do premostenia (tzv. trabeculae), ktoré
je formované ependymalnymi bunkami. Rozdelené myelinizované segmenty axonov su fagocytované

makrofagmi. Boli pozorované spontdnne remyelinizacie urcitych segmetov, prevazne pomocou

v

Schwannovych buniek v PNS, zatial’ ¢o denervované svaly atrofovali. (Prevzaté z Thuret et al. (2006)

3.2.4 Gliova jazva

Gliova jazva vznikéd nasledkom rdznych poraneni CNS a je tvorend najmi astrocytmi,
mikrogliami a oligodendrocytmi. Po poraneni dochadza k migracii makrofagov z krvného
rie¢iska a mikroglii z okolitych tkaniv do miesta poranenia (Kreutzberg 1996). Neskor
dochadza taktiez k aktivacii prekurzorov oligodendrocytov a eventualne meningedlnych
buniek v okolitom tkanive. Astrocyty hypertrofujii, predlzuje sa dizka a $truktara ich
vybezkov, ktoré sa preplietajd asiu spojené tesnymi spojmi (angl. tight junctions).
Astrocytarna reakcia je sprevadzana zvySenim expresie glidlneho fibrilarneho kyslého
proteinu (GFAP - glial fibrillary acidic protein), vimentinu a markrov neurdlnych

prekurzorovych buniek (Nestin) (Abnet et al. 1991).

Sama S$truktura gliovej jazvy s jej tesnymi spojmi je prekdzkou pre axondlny rast.
Reaktivne astrocyty taktieZ produkuji proteiny extraceluldrnej matrix (napr. chondroitin
sulfatové proteoglykany), ktoré st pre samotny rast axonov inhibicné (Eddleston, Delatorre,
Oldstone, Loskutoff, Edgington and Mackman 1993). Oligodendrocyty vyznamne prispievaju
k inhibi¢nej povahe jazvy napriklad produkciou inhibi¢nych molektl ako inhibitor rastu
neuritov (Nogo - neurite outgrowth inhibitor) a réznych inych proteoglykanov (Schnell and
Schwab 1990). Rovnako aj meningealne bunky migrujuce do oblasti 1ézie tvoria vyznamnu
bariéru pre rast axonov. Gliova jazva je hlavnym dovodom inhibicie ako regeneracie axénov,

tak aj remyelinizacie (Fawcett and Asher 1999).
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4. Nové liecebné postupy

Z vyssie uvedenych problémov vyplyva, ze liecba SCI musi byt komplexna. Musi
posobit’ proti inhibicnému prostrediu, ktoré sa v mieste zranenia nachadza, a tym poskytne
moznost’ regenerdcie axonov. Ako uCinnd liecba poranenia miechy je v sucasnej dobe
navrhovand kombindcia réznych terapeutickych pristupov, ako st bunkova transplanticia,
premostenie 1ézie pomocou biomateridlov, blokécia inhibi¢nych faktorov, naruSenie glidlnej
jazvy, podanie neurotrofnych, neuroprotektivnych latok a rastovych faktorov ako mozgovy
neutrofny faktor (BDNF - brain-derived neutrophic faktor), nervovy rastovy faktor (NGF -
nerve growth factor), neurotrofin-3 (NT-3 - neurotrophin-3), ¢i malych molektl typu cyklicky
adenozinmonofosfit (cAMP - cyclic adenosine monophosphate), ktoré reguluju rast

a podporuju prezitie neurénov alebo génova terapia (Kubinova and Sykova 2012).

Pokroky vo vyskume kmenovych buniek a vysledky preklinickych a klinickych Stadii
preukazali, Ze forma bunkovej terapie aplikovana na liecbu SCI vyzerd do budiicna vel'mi

sl'ubne (Sykova et al. 2006b).
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5. Bunkova terapia

Kmenové bunky st nediferencované Zivocisne bunky, majice schopnost’ proliferacie
a diferencidcie na iny bunkovy typ. Delia sa na totipotentné, ktoré moézu diferencovat’ na
akykol'vek bunkovy typ, pluripotentné, vznikajuce zbunky totipotentnej, produkujuce
akykol'vek iny bunkovy typ okrem totipotentnej bunky, bunky multipotentné, produkujlice iba
bunky pribuzné danému bunkovému typu a progenitorové bunky, ktoré mézu produkovat’ iba
jediny bunkovy typ, ale st schopné sa samé plne obnovit’ - toto je vlastnost’ deliaca ich od

buniek, ktoré nie s kmenové.

Bunkové terapia predstavuje sl'ubny potencial v lie€be SCI a d’alSich chorob CNS.
V experimentalnej liecbe poskodenia miechy bola overovana celd rada bunkovych typov:
embryondlne kmenové bunky (ESCs - embryonic stem cells), neurdlne progenitorové bunky
a prekurzory (NPCs - neural precursor cells), olfaktorické gliové bunky (OEG - olfactory
ensheathing glia), MSCs, Schwannove bunky, indukované pluripotentné bunky alebo aj

kmenové bunky izolované z koze (Schultz 2005).

5.1 Embryonailne kmernové bunky

Embryonélne kmeniové bunky st pluripotentné bunky odvodené z vnutornej bunkove;j
masy ran¢ho S$tadia blastocysty. Transplanticia ESCs pri SCI bola prvykrat pouzita
McDonaldom a jeho timom v roku 1999 (McDonald et al. 1999). Tato Stidia demonStrovala
prislusnu diferenciaciu, ktord asociovala s funkénou regeneraciou. AvSak tieto vyskumy
ukdzali, Ze kmeflové bunky, anajmd tie najprimitivnejsie, diferencovali do neZiaducich
bunkovych typov, ktorych vysledkom boli tumory. RieSenim, ako sa vyhnut tvorbe teratomov
z ESCs, je vytvorenie Specifickych linii progenitorovych buniek, ktoré diferencuju vyhradne

do urcitého bunkového typu, napr. do oligodendrocytov, astrocytov ¢i neuralnych buniek.

5.2 Neurilne kmenové bunky

Neuralne kmetiové bunky (NSCs - neural stem cells) mézu byt odvodené z ESCs alebo

fetalneho tkaniva. Stidie, zahriiujice transplantaciu NSCs sa ukazovali ako vel'mi sl'ubné.

Po vystaveni rastovym faktorom su NSCs in vitro schopné rast’, udrzuju si schopnost’

regeneracie aj po niekol’kych cykloch rozmrazenia a ich opatovného zamrazenia a produkujt
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diferencované bunky, ktoré moézu funkéne interagovat (Caldwell et al. 2001) a regenerovat’
miesto poranenia (Cummings et al. 2006). Taktiez chrania proti excitotoxicite a sekretuju

neurotrofné rastové faktory (Llado et al. 2004).

Cummings a kol. demonstrovali, Ze 'udské NSCs rastli ako neurosféra, migrovali a bola
pozorovand expresia markrov neuronalnej a oligodendrocytickej diferenciacie este dlhi dobu
po ich transplantacii do miesta s SCI (2006). Mimo to, implantované NSCs asociovali so
zlepSenim lokomotorickych funkcii a so zniZenou astrocytickou diferenciaciou. U oboch
modelovych myelin-deficientnych jedincov s SCI bola taktiez pozorovana remyelinizécia

a snimky z elektronového mikroskopu dolozili formovanie synapsii medzi NSCs a neurénmi.

Daldi vyskum ukazal, Ze po transplanticii NSCs do miesta s poranenim miechy
diferencovali najmi na astrocyty (Cao et al. 2001) a vykazovali expresiu oligodendritickych
markerov (Pfeifer et al. 2004), zatial' ¢o neurondlna diferencidcia sa vyskytovala vzacne.
PreZitie transplantovanych NSCs v hostitel'skom tkanive sa ukazalo ako problematické (Dihne
et al. 2006). Transplantované bunky totiz neboli plne prijaté hostitel'skym prostredim v
zranenej CNS a umierali, ¢im umocnili endogénnu bunkovu smrt, ktord vyvoladva d’alSie
zapalové procesy, a tym rozsiruje vel'kost' 1ézie. Aj zivotnost NPCs sa ukazala ako vel'mi
nizka, obzvlast pri ich aplikécii v chronickom S$tadiu SCI, kde implantacia NPCs prebiehala
spolo¢ne s pouzitim rastovych faktorov (Karimi-Abdolrezaee et al. 2006). Mimo to, NPCs
mozu vyvolat nekontrolované pucanie a vytvorit' tak cestu zvySenej senzitivite bolesti
sprevadzajucu SCI. Stupen allodynie taktiez koreloval aj s mierou diferencidcie astrocytov
(Hofstetter et al. 2005). Tendencia diferencidcie NSCs na gliové bunky (Cao et al., 2005,
Vroemen et al., 2003), prerastajlice poranenti CNS, dalej prispieva k astroglioze a

zvacSovaniu gliovej jazvy (Vroemen et al. 2003).

Pri d’alSej Stadii boli modifikované 'udské NSCs implantované do Poly-D,L-lactide-co-
glycolide (PLGA - poly(lactic-co-glycolic acid)) konstrukcie a aplikované do psej miechy po
hemisekcii. PLGA premostili defekt a interagovali so rezidudlnym tkanivom psej miechy a
taktiez NSCs prezili implantdciu a vykazovali schopnost’ migracie do rezidudlneho tkaniva.
Rovnako bola pozorovana ektopicka expresia NT-3 au pokusnych jedincov a zvySena

pohyblivost’ postihnutych konc¢atin (Kim et al. 2010).

Z vyssie popisanych vysledkov vyplyva, ze transplantacia NCSs ma ako rad vyhod, tak

aj svoju limitaciu, avSak ich pouZitie sa uz testuje v klinickych Studidch ako napriklad
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Neuralstem S§tidia, prebiehajica v USA, kde klinickd $tadia prvej fazy pre chronickych
pacientov s SCI zacala v roku 2013 a Severnej Korei, kde tato faza taktiez zacala v roku 2013

aviak pre pacientov, v akutnej faze SCI°.

Stcasne sa vo vyskumoch zacali pouzivat dospel¢ kmenové bunky s moznostou
autolognych transplantacii. V porovnani s ESCs tieto transplantacie neporuSovali eticky

kédex a autologne transplantaty neboli odhojované.

Prevzaté z:
? http://www.neuralstem.com/cell-therapy-for-sci
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6. Terapia mezenchymalnymi kmenovymi bunkami

Dospela kostna dreni je zloZend z réznych bunkovych typov, vratane hematopoetickych
kmenovych buniek (HSCs - hematopoetic stem cells) a buniek kostnej drene (BMSCs - bone
marrow stromal cells), tiez znamych ako mezenchymalne kmenové bunky. MSCs boli po
prvykrat izolované arozpoznané Alexandrom Friedensteinom v kostnej dreni vdaka ich
schopnosti tvorit’ fibroblastické kolonie a diferencovat’ na osteoblasty, chondroblasty
a adipocyty (Friedens.Aj et al. 1968). Jedna z vyhod MSCs je ich pomerne jednoducha
izolovatel'nost’ v rdmci roznych Struktur, ktorymi su napriklad pupo¢nikova krv, kostné dren,
tukové tkanivo alebo koza. AvSak v tejto dobe nie je jasné, ¢i maju tieto bunky, izolované
zroznych tkaniv, podobné terapeutické mozZnosti, a ktoré tkanivd st najvhodnejSie pre

izolaciu tychto buniek pre ich najoptimalnejSie vlastnosti.

Transplantované MSCs st schopné sekretovat’ faktory, podporujice prezivanie
neurdnov, ako st inzulinu podobny rastovy faktor (IGF - insuline-like growth factor), BDNF,
vaskularny endotelidlny rastovy faktor (VEGF - vascular endothelial growth factor), faktor
stimulujuci rast kolonii makrofagov (GM-CSF - granulocyte-macrophage colony stimulating),
rastovy faktor fibroblastov (FGF2 - fibroblast growth factor-2) a transformacny rastovy faktor
B (TGF-p - transforming growth factor-beta) (Nakagami et al. 2005, Wei et al. 2009,Sadat et
al. 2007). Tieto bunky je taktiez mozné geneticky upravit’, aby vylucovali peptidy alebo celé
proteiny, ktoré by mohli posobit’ ¢i uz autokrinne, zaist'ujic svoje vlastné prezitie (Cao et al.,

2005), rovnako ako zaistujlic prezitie a regeneraciu neurénov (Liu et al., 2002).

Jedna z vlastnosti, pre ktorti st MSCs vyuzivané, je ich migra¢na schopnost’, ktorou su
tieto bunky, podané zdravému jedincovi, smerované¢ do kostnej drene (Bensidhoum et al.
2004, Devine et al. 2001, Wynn et al. 2004), zatial' ¢o intravenézne podané MSCs pri
jedincoch s akutnym zapalom migrovali najmd do postihnutych miest (Chapel et al. 2003,

Ortiz et al. 2003).

Naproti tomu pokusy na potkanich modeloch s poranenim mozgu (TBI - traumatic brain
injury) ukazali, Ze jednorazovo intravendézne podané MSCs boli az z96 % vychytané
v pl'icach a nedostali sa do arteridlneho obehu (Harting et al. 2009). Iné pokusy nam ukazali,
ze MSCs, ktoré boli podané potkanom s TBI dvojfazovo, vykazovali uspesni migraciu do
miesta poranenia a ich viditelnt lokalizaciu v jeho okoli. TaktieZ bola pozorovana exprimacia

niektorych neurondlnych a astroglialnych markrov (Mahmood et al. 2003).
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Vd’aka svojej schopnosti diferencovat’ na rozne typy buniek maji MSCs Siroké klinické
vyuzitie. Ich terapeuticky U€inok je vyuzivany v regenerativnej medicine v odvetviach, ako
napriklad lie¢ba Crohnovej choroby, reakcia Stepu proti hostitel'ovi ¢i liecba mftvice (Hanley
et al. 2013). Bola taktiez pozorovana in vitro diferencidcia MSCs na kardiomyocyty

a mezenchymalne kmenové bunky sa pouzivaju aj pri regenerdcii myokardu po srdecnom

infarkte (Heng et al. 2004).

6.1 Aplikacia nemodifikovanych MSCs do miesta s SCI

Vzhl'adom na vysSie popisané vlastnosti sa MSCs zacali aplikovat’ okrem iného aj pri
liecbe SCI ana pokusnych modeloch sa testuji rozne formy podania mezenchymalnych

buniek.

Pri jednom z pokusov na mySich modeloch boli bunky stroma izolované z mysi, ktoré
exprimovali zeleny fluorescen¢ny protein (GFP - green fluorescent protein). Tieto bunky boli
kultivované ako adherentné bunky s typicky pretiahnutym tvarom. Transplanticia tychto
MSCs pomocou mikroinjekcie do miesta demyelinizovanej miechy imunosupresivneho
potkana preukéazala remyelinizaciu postihnutého miesta a bolo pozorované zrychlenie prenosu
nervového vzruchu. GFP-pozitivne MSCs boli objavené v miestach myelinizdcie spolu
s bazickym proteinom myelinu (MBP - myelin basic protein). Tieto pozorovania naznacovali,
ze MSCs st schopné produkovat’ funkény myelin po ich transplantacii do demyelinizovanej

miechy (Akiyama et al. 2002).

Vo vyskume na potkanich modeloch boli jedincom sSCI injikované do
cerebrospinalnej tekutiny MSCs. Vysledky preukédzali zlepSenie behavioralnych vlastnosti

modelovych jedincov, zmensenie kavity a produkciu trofickych faktorov (Ohta et al. 2004).

V dalSej studii boli modelovym jedincom po baldnikovej 1ézii aplikované l'udské
MSCs. Potkanom, ktorym neboli podané imunosupresiva, boli intravendézne podané MSCs 7
dni po SCI. Vysledky preukazatelne dokazali zlepSenie motorickych funkcii. Rovnako aj
imunohistochemicka analyza preukazala migraciu a prezitie MSCs do miesta lézie. Bola
preukdzana diferencidcia MSCs na oligodendrocyty, avSak sekrécia neurdlnych markerov

nebola preukazana (Cizkova et al. 2006) .

Vo dalSom vyskume boli 'udské MSCs, pochadzajiice od roznych donorov, aplikované

priamo do miesta netplného SCI potkanich modelov ihned” po transekcii.
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Imunohistochemicka analyza preukézala rast axonov a zlepSenie pohybovych funkcii, avSak

vel'kost’ zlepSenia bola zavisla na donorovi (Neuhuber et al. 2005).

Vaquero a kol. vo svojej §tadii injikoval potkanim modelom s chronickym SCI MSCs
intraven6zne alebo priamo do miesta lézie (2006). Jeho vysledky preukazali, Ze intravendzne
podané MSC vykazovali urcité motorické zlepSenie v porovnani s kontrolami, avSak MSCs,
aplikované priamo do miesta lézie vykazovali jasni a progresivnu funkénu regeneraciu

poskodenej miechy.

V jednom z vyskumov, pri ktorom boli dospelym potkanom podané imunosupresiva,
transplantovali MSCs izolované z l'udskej pupoc¢nikovej krvi (hUCB - human umbilical cord
blood) do miesta s akiitnym SCI. Bola pozorovana sekrécia rastového faktoru hepatocytov
(HGF - hepatocyte growt factor), jeho orientovand migracia a akumuldcia v mieste 1ézie,
redukcia jej velkosti, vac¢Sia rychlost’ axonalneho rastu a signifikantné zlepSenie motorickych
funkcii u pozorovanych jedincov. Taktiez nebola pozorovand Ziadna neurdlna diferencidcia
ani dlhotrvajica perzistencia voc€i transplantatu. Produkcia pleiotrofinu in vitro dalej

naznacuje parakrinni funkciu MSCs pri ich aplikacii do SCI (Schira et al. 2012).

Na zéklade pozitivnych vysledkov z preklinickych vyskumov sa MSCs zacali overovat
v celom rade klinickych testov. Klinickd §tadia, ktord prebehla v Severnej Koérei aplikovala
MSCs pacientom s kompletnym SCI priamo do miesta 1ézie, spolu so subkutalnym podanim
GM-CSF. Téato Stadia preukazala zlepSenie motorickych schopnosti u pacientov v ré6znom

casovom odstupe a bezpecnost’ tejto formy liecby (Park et al., 2005).

Dalsia klinicka $tGdia, ktora prebehla v Ceskej republike, zahriiovala 20 pacientov
s tranzverzalnym SCI. Tato Stidia porovndvala intra-arteridlny a intra-vendzny spdsob
aplikacie autolognych MSCs a skupinu pacientov s akutnym SCI a chronickym SCI.
Vysledky preukazali, ze transplanticia MSCs je asociovanid s funkénym zlepSenim

u pacientov v akutnej faze SCI a dokézali bezpecnost’ tejto metody (Sykova et al. 2006a).

Jedna z novsich klinickych §tadii popisuje u 10 pacientov s SCI aplikaciu MSCs priamo
do miesta poskodenia. Mezenchymalne bunky boli izolované z ilia, kultivované 4 tyzdne
a autologne transplantované do miechy a intradurdlneho priestoru. Po 4-8 tyzdnoch boli
MSC:s injikované pomocou lumbélnej punkcie. Vysledky ukézali, Ze u 9 pacientov sa zlepsili
motorické funkcie po aplikdcii MSCs a rovnako bolo vidiet' na obradzkoch z magnetickej

rezonancie zmensenie vel'kosti kavity (Park et al. 2012).
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6.2 Neuralna diferenciacia MSCs

Za normalnych podmienok diferencuji MSCs do buniek mezodermalneho poévodu teda
kosti, chrupavky a tukového alebo svalového tkaniva. Vyskumy vSak ukazuju, Ze pri
vystaveni MSCs epidermalnemu rastovému faktoru (EGF - epidermal growth factor) alebo
BDNF, za¢ne Cast’ z nich diferencovat’ na neurdlne bunky a exprimovat’ faktory ako Nestin,
GFAP a neurdlne jadro (NeuN - neuronal nuclei) (Sanchez-Ramos et al. 2000). Iné vyskumy
pouzili 2 % dimetylsulfoxid (DMSO), ktory vyvolal expriméaciu neurondlnych indikatorov
ako NeuN a neuron-$pecificka enoldza (NSE - neuron specific enolase)(Woodbury et al.
2000). Z najnovsich vyskumov vyplyva, ze pri MSCs, ktoré diferencovali do neuralnych
buniek, je potlatovana génova expresia chondrogenickych, osteogenickych, adipogenickych
a myogenickych génov anaopak, je vo zvySenej miere aktivovana expresia v neurdlnych
génoch (Tondreau et al. 2008). Ked tato diferenciaciu testovali in vivo na potkanich
modeloch pre Parkinsonovu chorobu, aplikovali MSCs exprimujuce GFP a skumali ich
bunkovy fenotyp pocas 12-tich mesiacov. Vysledky odhalili, Ze hoci sledované bunky
migrovali do miesta poranenia, ostali hematopoetickymi a nediferencovali na neurdlne bunky
(Vallieres and Sawchenko 2003). Iny vyskum preukézal, ze po podani I'udskych MSCs do
miesta postihnutého 1éziou, MSCs sekretovali neutrotrofné faktory, cytokiny a latky pre
axonalny rast aj niekol’ko mesiacov po podani. Aj napriek tomu, ze ich mnoZstvo sa rapidne

zmensSilo, terapeuticky ucinok stale pretrvaval (Himes et al. 2006).

Hofstetter a kol. diferencoval bunky in vitro na bunky podobné neurénom a aplikoval
ich potkanim modelom (2002). Jednej skupine modelovych jedincov boli injikované MSCs
thned’ po zraneni, zatial’ co druhej skupine boli mezenchymalne bunky podané tyzden po SCI.
Tieto pokusy preukédzali vySSie prezivanie jedincov, ktorym boli aplikované MSCs s
oneskorenim oproti jedincom, ktorym boli podané ihned po zraneni. Rovnako neskorSia
liecba asociovala so signifikantnym zlepSenim motorickych funkcii. AvSak aj napriek
uspesnému  zlepSujicemu sa stavu modelovych jedincov, elektrofyziologické a
imunohistochemické analyzy tychto diferencovanych MSCs preukdzali, Zze transplantované

bunky neboli zrelé a nemali funkéné sodné a draselné kanaly.

Vyrazne vyssi neurogénny diferenciacny potencidl maji MSCs ziskane z pupoc¢nikove;j
krvi. Zaujimavy vysledok poskytla Stidia, kde boli kmeiiové bunky izolované z hUCB

implantované do potkanej miechy po SCI. Uz po jednom tyzdni bolo vidiet’ diferencidciu
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tychto buniek do nervovych buniek, ktoré vykazovali morfologicky a imunohistochemicky
profil neurénov, oligodendrocytov a astrocytov napomahajici v remyelinizacii obnazenych
axonov (Dasari et al. 2007b). Napriek tomu, Ze nie je jasné, ktory molekuldrny faktor urcuje
diferenciaciu MSCs po transplantécii, bolo pozorované, Ze transplantacia hUCB buniek mdze
utlmovat’ drdhu fas/kaspazy-3 v neurdnoch aj oligodentrocytoch a zvySuje mnoZstvo anti-
apoptotickych proteinov, inhibi¢nych proteinoch podobnych FLICE (FLIP - FLICE like
inhibitory proteins) a protein inhibujuci apoptézu nachédzajuci sa na X chromozéme (XIAP -
X-linked inhibitor of apoptosis protein)(Dasari et al. 2008). Dalsie experimenty na potkanich
modeloch ukézali, Ze spominani schopnost’ regulacie maju aj MSCs, aplikované v mieste
poranenia miechy (Dasari et al. 2007a). Tieto Stadie ukdzali, ze je mozné zabranit
sekundarnej demyelinizacii a apoptéze oligodendrocytov moduldciou anti-apoptotickych
dréh, a tym prispiet’ k zlepSeniu pohybovych schopnosti pouzitych mysich modelov (Azari et
al. 2006).

Na tychto vysledkoch mézeme vidiet’, ze neurdlna alebo neuronalna diferenciacia MSCs

je zatial’ ve'mi kontroverzna a mala by byt’ v budtcnosti ovela viac preskiimana.

6.3 Geneticka modifikacia MSCs

Zranena dospeld miecha je prostredie, kde su vel'mi nevhodné podmienky pre prezitie
buniek, ich diferencidciu a maturdciu, preto vedci hladali spdsob, ako by reparacné,
diferencia¢né a matura¢né schopnosti kmenovych buniek zvysili (Hofstetter, Holmstrom,
Lilja, Schweinhardt, Hao, Spenger, Wiesenfeld-Hallin, Kurpad, Frisen and Olson 2005).
Jedna zo stratégii, ako zvysit’ produktivitu MSCs je ich geneticka modifikacia. MSCs st po
genetickej modifikécii schopné tvorit’ velké spektrum latok, vratane neurotrofnych faktorov
ako NT-3, BDNF a NGF, ktoré st schopné podporovat’ regeneraciu poSkodeného tkaniva po
ich transplantacii do miesta lézie. MSCs, ktoré boli modifikované na expresiu NT-3,
podporovali axondlny rast po SCI v kortikospinalnom trakte (Grill et al. 1997). Po podani
MSCs modifikovanych na sekréciu BDNF bolo taktiez preukdzané velké zvySenie
axonalneho rastu v rubro-spindlnom, vestibulo-spindlnom a retikulo-spindlnom trakte, a to aj
v pripade podania MSCs v §tadiu chronického zapalu poranenia az po 4 tyzdnoch od

prevedenej hemisekcie (Jin et al. 2002).

Pri transplantécii tychto MSCs do miesta poranenia v rubrospindlnej oblasti (Liu et al.

2002) alebo laterdlnej lézie vldken (Murray et al. 2002) udospelych potkanov bola
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preukdzand nielen schopnost MSCs redukovat odumieranie neurénov, ale aj podpora
axonalneho rastu s Ciastonym ndvratom pohybovych schopnosti skiumanych jedincov

(Obr.3).

A Imunosupresiva:
% - IZniZenie aktivd cie T-buniek
Ve s ———" _ IniZenie infiltricie makrofigmi
- & ® —— Rastové faktory (IGF,VEGF atd’.)
T T erapeutické molekuly (geneticky modifilkkované) :
-Faktory potrebné pre preZitie buniek

Prerastaniee axonov do
miesta lézie

Obr. 3 Terapeuticky G¢inok MSCs pri SCI. A) MSCs majii viacero ucéinkov, ktoré mézu byt pouzité
v regenerativnej medicine, ako napriklad ich schopnost’ utlmenia imunitného systému, sekrécie rastovych
faktorov a moznost' ich pouzitia ako bunkovych vektorov pre prepravu terapeutickych molekal. B)
Transplantacia MSCs, obzvlast’ geneticky modifikovanych na sekréciu neurotrofnych faktorov ako BDNF, moze

vysledne regenerovat’ poSkodené axony a podporit ich prerastanie do 1ézie (Azari et al. 2010).

Dalsi vyskum ukézal, ze MSCs, ktoré sekretovali ako BDNF, tak aj NT-3 nielenze
prispeli k zlepSeniu pohybovych schopnosti zadnych konc¢atin na potkanich modeloch, ale aj
k ¢iastocnému zlepSeniu funkcie mocového mechura, ktory bol po poskodeni hrudnej Casti

miechy areflexny (Mitsui et al. 2005).
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Terapeutické vlastnosti MSCs st zavislé aj na Specifickosti neurotofinu, ktory
exprimuju. Tento poznatok bol objasneny v studii, kde boli do poSkodenej miechy dospelych
potkanich modelov implantované MSCs exprimujice NT-3 alebo NGF. Bunky exprimujiuce
NT-3 boli schopné zabranit’ odumieraniu neurénov v Clarkovej oblasti, zatial ¢o MSCs, ktoré
exprimovali NGF zabraiiovali odumieraniu iba ¢iasto¢ne (Himes et al. 2001). Nakaharov tim
vo svojej Stadii preukazal, ze nepoSkodené motorické axdény naStepené modifikovanymi
MSCs, exprimujucimi NGF, NT-3 a FGF2, nerastli, zatial ¢o senzorické neurity s tymito
Stepmi rast vykazovali. Pri poskodeni miechy rastli senzorické axony iba v pritomnosti BDNF
faktoru (Nakahara et al. 1996). Mimo to, zda sa, ze pretaté axony, lokalizované v zostupne;j
drdhe, vyzaduji Specifické neurotrofiny ainy metodicky postup. Regeneracia rubro-
spindlnych vldkien je zavisla na BDNF z dovodu vyskytu tyrozin-kindzovych receptorov
triedy B (TrkB - TrkB tyrosine kinase) (King et al. 1999, Kobayashi et al. 1997) a vlakna
kortiko-spinalnej drahy vyzaduju kombinidciu BDNF, NT-3 a GDNF pomocou implantacie

periférneho nervu pre optimalnu regeneraciu a rast tkaniva (Ferguson et al. 2001).

Aj sekrécia solubilnych molekul, vytvaranych MSCs, moze byt regulovana trofickymi
faktormi priamo z miesta poranenia. Napriklad MSCs, kultivované s extraktmi ischemického
mozgu, zvySovali expresiu BDNF, NGF, VEGF a HGF (Chen et al. 2002). Na druhu stranu
faktory, nachadzajuce sa v miestach zranenej miechy, mézu zniZzovat' produkciu BDNF v

geneticky modifikovanych MSCs (Tobias et al. 2001).

Tieto Stadie ndm poukézali na fakt, ze liecba SCI si vyzaduje vel'mi komplexny
a Specificky pristup pre rézne bunkové typy. Nové lieCebné stratégie musia pouzivat
kombinacie neurotrofickych faktorov a r6zne dopravné moznosti do miest, kde ma prebichat

neurondlna regeneracia.

6.4 M SCs a ich imunomodulaéné vlastnosti

V poslednych rokoch bolo preukazané, ze MSCs maji imunosupresivne U¢inky a su
schopné prejst’ hiskompatibilitnou (HLA - human leukocyte antigens) bariérou. Okrem toho,
tieto alogenické Stepy su in vitro prijimané bez problémov a nevytvaraju Ziadnu
reakciu, dokonca nie st prili§ odhojované imunitnym systémom hostitel'a pri pokusoch in
vivo (Chidgey et al. 2008). Vzhl'adom na to, Ze imunitny systém nie je schopny rozoznat
HLA 1. triedy, exprimované na povrchu MSCs, je mozné zredukovat podpornu liecbu

imunosupresivami po ich transplanticii. NavySe tieto bunky st schopné sekretovat
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imunomodula¢né¢ molekuly, ktoré si schopné zastavit' vyvoj T-lymfocytov v GO fazy ich

bunkového cyklu, ¢o je jedna z moznosti, preo nie st rozoznavané hostitel'skym imunitnym
systémom.
Dalsia ich vlastnost’ je, ze dokazu inhibovat’ zapalové cytokiny, interleukiny-1 (IL-1)

vd’aka svojej schopnosti sekretovat’ antagonistu receptoru IL-1 (IL-1RN), a rovnako znizuja

produkciu dalSieho zapalového mediatoru TNFo, ktory je produkovany aktivovanymi

makrofagmi (Ortiz et al. 2007).

Pri vyskume MSCs bolo preukdzane, ze tieto bunky su schopné ovplyviovat’ velké

mnozstvo buniek imunitného systému (Obr. 4).

Produkcia INFy

!
R~ . Regulicia
Tprolifera' cie T-
buniek, Produkcia

\ IL-4alL-10
Aktivacia,

Proliferacia,

Produkcia

protilatok
ProdukcialL-12 a
J'T.\T
Prezentacia
antigénov
1 Produkcia IL-10

A = O

J Produkcia IFN-y
d Produkcia TNF-¢  Aktivicia
Migricia

Diferenciacia

Obr. 4 MSCs maju schopnost modulovat reakciu imunitného systému redukciou zapalovych funkcif
imunitnych buniek a obmedzenim produkcie zapalovych cytokinov, priCom popri tom podporuju proliferaciu T-

buniek a sekréciu interleukinu-4 (IL-4) a interleukinu-10 (IL-10) (Azari, Mathias, Ozturk, Cram, Boyd and
Petratos 2010).

Protizapalové u¢inky MSCs boli dostatocne preukazané pri potlaceni reakcie Stepu proti
hostitel'ovi (GvHD - Graft-versus-Host disease ) u pacientov s transplantaciou kostnej drene,

kde bola rovnako preukdzané schopnost’ tychto buniek podporovat hematopoézu (Le Blanc et

al. 2007).
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V pokusoch na potkanich modeloch bolo uspesne preukdzané, Ze po transplantacii
MSCs do miesta lézie, prichadza zlepSenie pohybovych schopnosti a regeneracia
poskodeného tkaniva, a to aj napriek tomu, Ze uz 11 tyzdiov po zraneni je pocet zivych
mezenchymalnych buniek v mieche velmi nizky (Himes, Neuhuber, Coleman, Kushner,
Swanger, Kopen, Wagner, Shumsky and Fischer 2006). Tieto skuto¢nosti nam mézu pomoct’
objasnit’ rolu imunitného systému pri odhojovani transplantovanych MSCs pocas absencie

sprievodnej liecby imunosupresivami.

Doévod odhojovania transplantovanych buniek printtil hl'adat’ cestu, kde by sa MSCs
absolutne skryli pred imunitnym systémom hostitel'a. Preto Tobias a tim spolupracovnikov
vymysleli stratégiu, kde MSCs uzavreli do kapsule z Poly-L-Ornithinu (PLO - Poly-L-
Ornithine), ktora az po dobu jedného mesiaca ochrdnila bunky pred imunitnym systémom
anebolo nutné pouzitie imunosupresiv (Tobias, Dhoot, Wheatley, Tessler, Murray and
Fischer 2001).

6.5 Bezpecnost’ transplantacii MSCs

Bezpecnost’ pouzitia MSCs bola preukdzand v celom rade uz dokoncenych klinickych
studii zameranych na liecbu CNS (Park et al. 2005; Sykova, Homola, Mazanec, Lachmann,
Konradova, Kobylka, Padr, Neuwirth, Komrska, Vavra, Stulik and Bojar 2006a). Z definicie
vyplyva, ze st schopné diferencovat’ na bunky mezenchymadlneho povodu. Diferenciacia
intravenozne transplantovanych MSCs na osteoblasty bola zistend pri analyze plucnych
tumorov (Wang et al. 2009). Hoci u mezenchymaélnych buniek transplantovanych priamo do
miesta zranenej miechy, nebol pozorovany vyvoj inej ako neurdlnej diferenciacie, moznost’

ich neziaducej diferencidcie nemoézeme uplne vylucit.

Tieto multipotentné bunky su schopné ektopickej diferencidcie po ich transplantacii.
Jedna zo S$tadii potvrdila tato diferenciaciu po implanticii MSCs potkanom
s glomerulonefritidou. Tieto bunky v rendlnom tubule diferencovali na adipocyty, ktoré

branili normalnej funkcii oblicky a sposobili chronické ochorenie obli¢iek (Kunter et al.
2007).

Pri vyskume diabetes mellitus I. typu bolo pozorované na modeloch neobéznych

diabetickych (NOD - nonobese diabetic) myS$i formovanie tkaniv a viscerdlnych tumorov
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v tele modelovych jedincov po aplikacii MSCs (Fiorina et al. 2009). Tato Stidia moze

objasnit’ riziko transplantacie MSCs pri pacientoch s imunosupresivami.

Rovnako existuje riziko, spdjajice sa so schopnostou MSCs posobit’ ako
imunosupresivum. Ich aplikacia pri liecbe GvHD podnietila u pacientov ndkazu virusovou
infekciou a preukdzala, ze liecba MSCs znizuje schopnost imunitného systému pri boji

s virusmi (Sundin et al. 2006).

Dalsie z moznych rizik pri transplanticii MSCs je, Ze maji potencial prispievat
k formovaniu gliovej jazvy. Rovnako ani tito moznost’ neméze byt Uplne vylucena, avsak
Veerevalli a kol. najnovsie preukazali, Ze transplantacia hUCB buniek sa podiel'a na redukcii
gliovej jazvy (2009). Taktiez tieto bunky podporuju expresiu metaloproteinazy-2 (MMP-2 -
metalloproteinase-2) v extracelularnej matrix, kde je tato gelatindza schopna degradovat’
gliovt jazvu (Veeravalli et al. 2009). Ale ani po tejto $tadii nie je jasné, v akom rozsahu boli

zodpovedné priamo mezenchymalne bunky za tieto vysledky.

Daldim potencidlnym rizikom pri terapiach, ktoré ovplyviluji axonalny rast
a regeneraciu, vratane transplantacie fibroblastov, sekretujicich rastové faktory, je moznost’
nekontrolovaného pucania arastu axénov, atym spdsobend alebo umocnend neuropaticka
bolest (Deumens et al. 2008). Motorické a senzorické axény maji vel'mi podobny
molekularny mechanizmus, ktory riadi ich rast. Z tohto dovodu nie je v sicasnosti znama
metdda indukujica iba rast a regeneraciu motorickych axénov bez podpory rastu axoénov

senzorickych.
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7. Zaver

Liecba SCI je velmi komplikovany proces. Jej vysledok zéavisi od velkého poctu
faktorov, ktoré v optimdlnom pomere modzu priniest v terapii pozitivne vysledky. Tieto
pomery sa taktieZ navzdjom vel'mi liSia, vzhladom na velku heterogenitu poranenia miechy a
ucinky liecby pri jej aplikacii v roznych casovych rozmedziach. Jednou z moZznosti liecby
SCI, ktord ma velky potencial, sa ukazali mezenchymalne kmeniové bunky. Na rozdiel od
buniek derivovanych z ESCs netvoria tumory, je mozné ich izolovat z rdznych tkaniv
pacienta a nasledne ich autologne transplantovat. Hlavny efekt MSCs v mieste poranenia
spociva v sekrécii najroznejSich faktorov, ktoré podporuji prezitie buniek a endogénnu
regeneraciu ako napriklad podpora rastu axénovych vlakien, modulécia imunitnych reakcii
potlacanim zéapalovych funkcii imunitnych buniek, zniZenie tvorby zépalovych cytokinov.
MSCs st vhodni kandidati na genetické modifikacie a je mozné ich pouzitie ako bunkovych
vektorov pre transfer terapeutickych molektl z dovodu ich schopnosti migracie do miesta
poranenia. Dokonca po transplanticii mezenchymalnych kmenovych buniek je mozné
redukovat’ liecbu imunosupresivami vd'aka ich schopnosti prejst HLA-bariérou organizmu,
ktory nevie rozoznat’ MHC . triedy na povrchu tychto buniek. MSCs sa preto v sti¢asnej dobe
javia ako idedlni kandidati pre d’alSie skimanie a vyvoj v bunkovej terapii pre klinické

aplikacie.
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