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Kmenové buňky v léčbě amyotrofi cké laterální 
sklerózy –  přehled současných klinických zkušeností

Stem Cell Therapy for Amyotrophic Lateral 

Sclerosis – an Overview of Current Clinical 

Experience

Souhrn
Amyotrofi cká laterální skleróza (ALS) je progresivní neurodegenerativní onemocnění motorických 

neuronů. Ačkoliv se během posledních několika let podařilo defi novat genetické pozadí nejen 

familiárních, ale i ně kte rých sporadických forem, patofyziologie onemocnění není stále objasněna 

a není znám žádný účin ný terapeutický postup. Na základě výsledků preklinických modelů 

prokazujících zpomalený zánik motoneuronů díky podpůrné funkci kmenových buněk je 

v posledních letech zvažována buněčná terapie jako potenciální terapeutická volba. V několika 

translačních klinických studiích byly testovány různé typy kmenových buněk, stejně jako rozličné 

aplikační přístupy. Studie se primárně zaměřily na bezpečnost aplikace a druhotně hodnotily 

vliv kmenových buněk na průběh choroby. Zatímco se buněčná terapie ukázala jako bezpečná, 

žádná klinická studie dosud neprokázala její pozitivní vliv na průběh choroby. Článek předkládá 

komentovaný přehled recentních klinických studií s využitím mezenchymálních či neurálních 

kmenových buněk u pa cientů s ALS. Z výsledků studií vyplývá, že pro zhodnocení léčebného 

efektu kmenových buněk v budoucnu bude zapotřebí jednak standardizovat aplikační postupy 

a určit nejvhodnějších typ buněk, jednak defi novat a validovat spolehlivější bio markery progrese 

choroby.

Abstract
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative disease of motor neurons. 

While the genetics behind familial as well as sporadic ALS are being increasingly uncovered, 

pathophysiology remains incompletely understood and there are no eff ective treatment options. 

However, as preclinical results provided some rationale for the use of stem cells as support cells 

for the dying motor neurons, stem cells are being considered as a potential treatment strategy. 

Based on the preclinical models, translational human trials have been carried out using various 

types of stem cells, as well as a range of cell delivery methods. To date, no trial has demonstrated 

a clear therapeutic benefi t. Here, we provide a critical review of current clinical trials using either 

mesenchymal or neural stem cells to treat ALS patients. In order to provide robust assessment of 

the effi  cacy of stem cells, it will be essential to standardize administration protocols, identify the 

most suitable cell type as well as to validate more reliable biomarkers of disease progression in 

longitudinal clinical studies.

Autoři deklarují, že v souvislosti s předmětem 
studie nemají žádné komerční zájmy.
The authors declare they have no potential 

confl icts of interest concern ing drugs, products, or 

services used in the study.

Redakční rada potvrzuje, že rukopis práce 
splnil ICMJE kritéria pro publikace zasílané 
do bio medicínských časopisů.
The Editorial Board declares that the manu-

script met the ICMJE “uniform requirements” for 

bio medical papers.

D. Baumgartner, P. Marusič, 
R. Mazanec
Neurologická klinika 

2. LF UK a FN Motol, Praha


MUDr. Daniel Baumgartner
Neurologická klinika 
2. LF UK a FN Motol
V Úvalu 84
150 06 Praha 5
e-mail: 
daniel.baumgartner@fnmotol.cz

Přijato k recenzi: 4. 4. 2016

Přijato do tisku: 27. 7. 2016

Klíčová slova
amyotrofi cká laterální skleróza – buněčná 

terapie – neurální progenitorové buňky – 

mezenchymální kmenové buňky – granulo-

cytární kolonie stimulující faktor – 

klinické studie

Key words
amyotrophic lateral sclerosis – stem cell 

therapy – neural progenitor cells – mesen-

chymal stem cells – granulocyte-colony 

stimulating factor – clinical trials

Úvod
Amyotrofi cká laterální skleróza (ALS) je rychle 

progredující neurodegenerativní onemoc-

nění dospělých, jež primárně postihuje kor-

tikální, bulbární a spinální motoneurony. 

Příčinou předčasného úmrtí je nejčastěji re-

spirační selhání. Průměrná incidence je v ev-

ropské populaci dva případy/ 100 000 obyva-

tel/ rok [1]. Etiologie onemocnění není dosud 

zcela objasněna [2], ale v posledních letech 

narůstají díky nově objevovaným kauzál-

ním mutacím důkazy o genetických příči-

nách nejen u familiárních, ale i u sporadic-

kých forem [3]. V histopatologickém nálezu 

jsou u ~ 96 % všech (familiárních i sporadic-

kých) případů ALS prokazovány neuronální 

a gliové cytoplazmatické inkluze ubikviti-

novaného proteinu TDP-43, které mohou 
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být výslednicí předcházejících patofyziolo-

gických dějů. Tyto inkluze chybí u případů 

s prokázanou mutací genu pro superoxid 

dismutázu-1 (SOD1). Mutace SOD1 předsta-

vují nejrozšířenější patofyziologický i expe-

rimentální terapeutický model choroby, ale 

reprezentují pouze 1– 2 % všech případů ALS. 

V kontextu absence TDP-43 proteinopatie 

u SOD1 mutací dosud není objasněno, nako-

lik lze výstupy z těchto modelů zevšeobec-

nit na ostatní formy onemocnění [5]. Nejasná 

patogeneze onemocnění je tedy hlavní pří-

činou chybějící kauzální terapie. Kromě rilu-

zolu neprokázal žádný léčebný postup vý-

znamný vliv na průběh nemoci navzdory 

více než 50 randomizovaným klinickým 

studiím provedeným během posledních 

50 let [6]. Mezi nově zkoušené léčebné po-

stupy patří i buněčná terapie –  léčba kme-

novými buňkami [7].

Většina experimentálních a tím pádem 

i translačních studií se opírá o hypotézu, že 

kmenové buňky (Stem Cel ls; SC), nejčastěji 

mezenchymální (Mesenchymal Stem Cel ls; 

MSC) nebo neurální (Neural Stem Cel ls; NSC), 

jsou schopny podpořit přežití motoneu-

ronů několika různými mechanizmy. Děje se 

tak prostřednictvím sekrece růstových fak-

torů [8], imunomodulačním působením na 

aktivované astrocyty a mikroglii [9], diferen-

ciací do podoby funkční glie [10], resp. více 

zmiňovanými způsoby současně [11]. Tes-

tované způsoby aplikace v preklinických 

i klinických studiích zahrnují intraspinální, 

intratékální, intravenózní a nověji i intramus-

kulární aplikace [12]. 

Cílem článku je podat komentovaný pře-

hled současných poznatků o výsledcích bu-

něčné terapie v léčbě ALS, které vyplývají 

z dosud provedených klinických studií. 

Metodika a informační zdroje
Studie byly vyhledány v databázi PubMed 

(http:/ / www.ncbi.nlm.nih.gov/ pubmed) po-

mocí klíčových slov: ALS –  amyotrophic la-

teral sclerosis –  stem cel ls therapy –  clinical 

trials, v období mezi lednem 2009 a lednem 

2016 –  studie staršího data představují buď 

dílčí kroky prací recentních nebo testují ob-

dobnou metodiku méně robustně. Studie 

publikované v neimpaktovaných časopisech 

nebyly zahrnuty vzhledem k nízké metodo-

logické úrovni. Pomocí těchto kritérií byla 

nalezena pouze jedna studie, která splňuje 

kritéria Oxford Centre for Evidence-based 

Medicine [13] pro minimální kvalitu vědec-

kého důkazu II, zbývající studie odpovídaly 

stupni III a IV. Dosud bylo realizováno nej-

více studií s využitím adultních SC vzhledem 

k nejsnazší dostupnosti těchto linií (MSC, 

hematopoetické progenitory) a jejich pře-

vážně autolognímu původu. Zmiňujeme se 

i o dvou metodologicky kvalitních pracích 

s intraspinální aplikací fetálních NSC, které 

jsou alogen ního původu, a při jejich použití 

je nutná imunosuprese. Studie uvádíme pro 

přehlednost dle aplikačních přístupů (tab. 1).

Systémová –  intravenózní 
aplikace
V roce 2010 publikovali Nefus sy et al dvo-

jitě zaslepenou, randomizovanou, place-

bem kontrolovanou studii s mobilizací au-

tologních hemopoetických progenitorů 

z kostní dřeně pomocí aplikace faktoru sti-

mulujícího granulocytární kolonie (G-CSF) 

[14]. Jako primární cíl byl stanoven rozdíl 

v poklesu anamnestické škály, která hod-

notí funkční motorický defi cit (Revised ALS 

Functional Rat ing Scale; ALSFRS-R). Mezi 

sekundární cíle patřilo hodnocení poklesu 

usilovné vitální plicní kapacity (Forced Vital 

Capacity; FVC), manuálního testu svalové síly 

dle Medical Research Council (MRC), snížení 

amplitudy sumačního svalového potenciálu 

(Compound Muscle Action Potential; CMAP) 

a hodnocení kvality života. Do studie bylo 

zařazeno 35 pa cientů, z toho 17 pa cientů 

bylo léčeno G-CSF a 18 placebem. Obě sku-

piny byly srovnatelné věkem, délkou trvání 

choroby, pohlavím, podílem bulbárních 

a spinálních forem a vstupním ALSFRS-R

skóre. Zvýšení počtu leukocytů a CD34+ 

buněk prokázalo, že mobilizace autologních 

progenitorů u léčených pa cientů byla dosta-

tečná a léčba byla tolerována bez závažných 

nežádoucích účinků. Ve srovnání primárních 

i sekundárních cílů mezi pa cienty léčených 

G-CSF a placebem však žádný signifi kantní 

rozdíl nalezen nebyl.

Intratékální aplikace
V roce 2010 publikovali Karus sis et al vý-

sledky studie fáze I zkoumající bezpečnost 

intratékální (i.th.) aplikace a periferní imu-

nologickou odpověď po intravenózní (i.v.) 

aplikaci autologních MSC u pa cientů s ALS 

a u pa cientů s roztroušenou sklerózou (Mul-

tiple Sclerosis; MS) [15]. U 15 MS pa cientů 

a 19 ALS pa cientů byla aplikace i.th. a pět 

MS a devět ALS pa cientů obdrželo ještě i.v. 

aplikaci třetinové dávky. Zhodnocení efektu 

léčby na průběh choroby nebylo primárním 

výstupem studie, což odráží i zvolená meto-

dika –  heterogen ní skupina ALS pa cientů dle 

věku, délky trvání onemocnění a výchozího 

ALSFRS-R, a velmi strohý rozsah uvedených 

dat –  veškeré údaje, vč. prezentace vývoje 

ALSFRS-R před aplikací a po ní pouze jako 

průměrné hodnoty celé skupiny s velkou šíří 

rozptylu. Klíčové charakteristiky jednotlivých 

pa cientů, které se dle recentních epidemio-

logických studií ukazují jako determinanty 

přirozené progrese choroby [16,17], nejsou 

zřejmé a velikost skupiny je ze statistického 

pohledu malá. Autoři konstatují stacionární 

ALSFRS-R po dobu 6 měsíců sledování, což 

však vzhledem k výše uvedeným metodic-

kým nedostatkům neumožňuje skutečně 

validní interpretace případného efektu léčby 

na průběh onemocnění.

V roce 2014 publikovali Kim et al výsledky 

nezaslepené, nekontrolované studie cílené 

na detekci potenciálních bio markerů odpo-

vědi na terapii [18]. Celkem 37 pa cientům 

byly ve dvou i.th. aplikacích s odstupem 

1 měsíce podány autologní MSC, čemuž 

3 měsíce předcházelo a 6 měsíců následo-

valo hodnocení ALSFRS-R a FVC. V případě 

zpomalení rychlosti progrese v ALSFRS-R do 

3 měsíců po aplikaci byli pa cienti hodnoceni 

jako respondéři, v opačném případě jako 

non-respondéři na léčbu. Respondérů bylo 

19, non-respondérů 18. Skupiny se statisticky 

významně nelišily věkem, trváním choroby, 

zastoupením pohlaví ani rychlostí progrese 

v ALSFRS-R 3 měsíce před aplikací. Šest mě-

síců po aplikaci se rychlost progrese u re-

spondérů již signifi kantně nelišila od skupiny 

non-respondérů. Dále byl zhodnocen panel 

růstových faktorů a interleukinů v kulturách 

MSC u 13 respondérů a osmi non-respon-

dérů. U tří markerů byla prokázána statisticky 

významně vyšší střední hladina u respon-

dérů vůči non-respondérům, ovšem s příliš 

velkým překryvem rozptylů na to, aby bylo 

možno stanovit cut-off  . Souhrnem lze z vý-

sledků této studie usuzovat, že polovina 

pa cientů by neměla z aplikace ani krátko-

dobý benefi t a případný efekt léčby by mohl 

přetrvat nejdéle 3–6 měsíců. V roce 2015 pu-

blikovala stejná skupina studii bezpeč-

nosti opakované i.th. aplikace autologních 

MSC [19]. Sedm pa cientů bylo sledováno 

dle identického designu jako v předchozí 

práci. Žádné závažné nežádoucí účinky po-

zorovány nebyly. Na základě svého designu 

předkládá studie data týkající se rychlosti 

progrese pa cientů v ALSFRS-R po aplikaci. 

Tato data je ovšem nutno interpretovat obe-

zřetně. Pro ilustraci: u pa cienta s dosavadní 

progresí – 0,3 bodů/ měsíc se rychlost po-

klesu v ALSFRS-R v tříměsíční preaplikační 

fázi skokově zvýšila na – 1 bod/ měsíc a záhy 
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Tab. 1. Přehled klinických studií.

Studie Typ buněk Aplikační 
cesta

Počet 
pa cientů Primární cíl Způsob 

hodnocení Závěr Komentáře

Nefus sy et al 

2010 [14] 

endogen ní

hemopoet. 

SC

mobilizace 

pomocí 

i.v. G-CSF

17 ALS 

G-CSF/

 /18 ALS 

placebo

účin nost

ALSFRS-R, FVC, 

svalový test dle 

MRC, CMAP, QoL

žádný signifi kantní 

rozdíl ve sledovaných 

parametrech u léčených 

vs. placebo

dosud jediná 

dvojitě zaslepená, 

placebem kon-

trolovaná studie

Karus sis et al 

2010 [15]

autologní 

MSC z kostní 

dřeně

i.th. / u 

podskupiny 

i.th. a i.v. 

aplikace

15 MS 

a 19 ALS; 

5 MS a 9 ALS 

i.v. + i.th.

bezpečnost

AE, SAE, ALSFRS-R, 

MR mozku a míchy 

6 měsíců po 

aplikaci, imunitní 

odpověď po i.v. 

aplikaci 

i.th. aplikace bezpečná –  

žádné SAE, žádné nové 

MR léze 6 měsíců; 

periferní 

imunosupresivní 

odpověď

–

Kim et al 

2014 [18]

autologní 

MSC z kostní 

dřeně

i.th. 

aplikace 2× 

s odstupem 

1 měsíce

37 ALS

stanovení 

markerů 

terapeu-

tické 

odpovědi 

ALSFRS-R a FVC, 

panel trofi ckých 

faktorů v kultuře 

MSC, přenos 

lidských MSC na 

myší model

u 19 pa cientů 3 měsíce 

po aplikaci zpomalení 

v ALSFRS-R, jejich 

MSC signifi kantně více 

trofi ckých faktorů než 

u 18, kteří nezpomalili

6 měsíců po 

aplikaci již žádný 

rozdíl v progresi 

mezi respondéry 

a non-respondéry

Oh et al 

2015 [19]

autologní 

MSC z kostní 

dřeně

i.th. 

aplikace 2× 

s odstupem 

1 měsíce

8 ALS 

(7 ve fi nálním 

hodnocení)

bezpečnost 

opakované 

i.th. aplikace

ALSFRS-R, FVC, 

Appel ALS Scale, 

AE a SAE

1 úmrtí ještě před 

aplikací, jinak žádné SAE, 

tzn. aplikace bezpečná

hodnocení 

ALSFRS-R před 

a po aplikaci 

s diskutabilními 

výsledky

Petrou et al 

2016 [20]

autologní 

MSC modifi k. 

k vyšší 

sekreci 

neurotrof. 

faktorů

i.m. , i.th. 

a 

kombinace 

i.v a i.th.

26 ALS, 6 i.m. 

a 6 i.th., 

14 kombi-

nace i.m. 

a i.th.

bezpečnost 

a tolerance

ALSFRS-R, FVC, 

MR m. biceps 

brachii, CMAP 

m. biceps brachii

aplikace bezpečná –  

žádné SAE ani 

po kombinované 

aplikaci u 50 % 

zpomalení 6 měsíců 

po aplikaci 

o > 25 % v ALSFRS-R

problém 

nezaslepené, 

nekontrolované 

studie: přirozené 

zpomalení 

progrese ALSFRS-R 

nebo efekt léčby?

Mazzini et al 

2012 [25]

autologní 

MSC z kostní 

dřeně

intraspinální 

aplikace do 

Th4– Th6 

nebo 

Th7– Th9

19 ALS bezpečnost

ALSFRS, FVC, MR 

mozku a míchy, 

psychologické 

testy

ždné SAE ani MR léze 

za 9 let sledování, 

procedura tolerována

–

Deda et al 

2009 [28]

autologní 

mononukl. 

SC z kostní 

dřeně

intraspinální 

aplikace do 

krční míchy 

C1– C2

13 ALS
bezpečnost 

a účin nost

Nor ris bulbární 

a spinální škála, 

EMG

navzdory 2 časným 

pooperačním úmrtím 

hodnoceno jako 

bezpečná aplikace

nekonzistentní 

porovnání výs-

ledků, zavádějící 

interpretace EMG 

výsledků, nízká 

metodologická 

úroveň studie

Blanquer

et al 2012 [27]

autologní 

mononukl. 

SC z kostní 

dřeně

intraspinální 

aplikace do 

Th3

11 ALS bezpečnost

AE, SAE, ALSFRS-R, 

Nor ris a svalový 

test dle MRC, FVC, 

polysomnografie, 

SSEP, EMG, MR 

mozku a míchy, 

psychologické 

dotazníky

SAE nesouvisející 

s aplikací; bez akcelerace 

choroby po aplikaci; 

perioperčně zhoršení 

kvality života –  adaptační 

reakce; průkaz přežívání 

SC v míše

3 drobná krvácení 

v míše v místě 

aplikace, dle studie 

bez významné 

klinické odezvy

Feldmann

et al 2014 [29]
fetální NSC 

intraspi-

nální apli-

kace L2– L4 

a C3– C5, 

kombi-

novaná imu-

nosuprese

15 ALS –  12 L, 

6 C, 3 L + C 

mícha

bezpečnost

AE, SAE, ALSFRS-R, 

FVC, hand-grip 

test, svalový 

dynamometr, 

el. impedanční 

myografie

SAE nesouvisící s aplikací; 

bez akcelerace choroby 

dle sledovaných markerů 

po aplikaci; 3 pa cienti se 

zpomalením

5 z 15 pa cientů 

nuceno ukončit 

nebo redukovat 

imunosupresi pro 

intoleranci
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po aplikaci se na 6 měsíců progrese zcela za-

stavila. To lze vysvětlit buď náhlou akcelerací 

choroby v preaplikační fázi, nebo chybou 

měření. Identický obraz byl u čtyř ze sedmi 

pa cientů, u všech s delším trváním cho-

roby. Hodnoty FVC u těchto pa cientů ovšem 

rychlost poklesu v ALSFRS-R nekopírovaly. 

Při zhodnocení průměru celého sledova-

ného období (9 měsíců) byla pak u těchto 

pa cientů rychlost progrese v ALSFRS-R 

stejná jako před vstupem do studie. Z toho 

lze usuzovat, že v tříměsíčním období k reál-

nému významnému zrychlení choroby, 

a tím pádem ani k následnému zpomalení 

po aplikaci pravděpodobně nedošlo a jed-

nalo se spíše o variabilitu měření.

V roce 2016 publikovali Petrou et al ne-

zaslepenou nekontrolovanou studii s vyu-

žitím modifi kované linie MSC se zvýšenou 

sekrecí neurotrofických faktorů [20]. Stu-

die měla dvě fáze, kdy v první byly auto-

logní MSC aplikovány šesti pa cientům i.th. 

a šesti intramuskulárně (i. m.), v navazující 

druhé fázi pak dalším 14 pa cientům kom-

binovaně oběma přístupy. Primárním cílem 

studie bylo ověření bezpečnosti a snášenli-

vosti léčby, sekundárním cílem pak ověření 

účinku jednak pomocí změny rychlosti pro-

grese v ALSFRS-R, jednak hodnocením ob-

jemu svalové hmoty pomocí magnetické 

rezonance (MR) a změnou poklesu ampli-

tudy CMAP z m. biceps brachii ve srovnání 

před terapií a po ní. Autoři referují statisticky 

signifi kantní zpomalení rychlosti progrese 

choroby dle ALSFRS-R (p = 0,052) i v hod-

notě FVC (p < 0,04) u pa cientů po i.th. nebo 

kombinované aplikaci. Přes 50 % pa cientů 

dle předkládaných dat vykazovalo zpoma-

lení progrese v ALSFRS-R o více než 25 % 

proti rychlosti před aplikací, což je dle re-

centního průzkumu považováno za klinicky 

dostatečně významnou změnu [21]. Inter-

pretace těchto výsledků je ovšem proble-

matická nejméně ve třech bodech. Prvním 

z nich je soubor pa cientů zařazených do stu-

die: pravděpodobná či defi nitivní ALS dle re-

vidovaných El Escorial kriterií, tzv. klasická 

forma ALS a čas od prvních příznaků méně 

než 2 roky. Právě u pa cientů s těmito charak-

teristikami totiž dochází dle analýzy přiroze-

ného průběhu nemoci ve druhém roce od 

dia gnózy ke zpomalení rychlosti progrese 

v ALSFRS-R [17]. Problematický je i model 

srovnání předpokládané rychlosti progrese 

vůči skutečné, po aplikaci pozorované, rych-

losti progrese v této škále, pomocí kterého 

je dokládáno zpomalení po aplikaci. Odhad 

předpokládané rychlosti vychází totiž z pro-

sté lineární regrese dat úvodních 3 měsíců 

před aplikací. Lineární regrese je dle recent-

ních prací ovšem zatížena významnou od-

chylkou a přesnější odhad poskytují expo-

nenciální modely odhadu [16,22]. Nakonec 

dle analýzy přirozeného průběhu u více 

než 3 000 pa cientů jich během šestiměsíč-

ního sledování 25 % v ALSFRS-R neprogre-

dovalo [23]. Výše zmíněné poznatky ilustrují 

potřebu placebem kontrolované, dvojitě 

slepé studie, stejně jako spolehlivějších a ob-

jektivnějších markerů progrese. V této studii 

sledovaný longitudinální pokles amplitudy 

CMAP m. biceps brachii v čase vykazoval dle 

autorů po i. m. aplikaci statisticky nesignifi -

kantní tendenci k zpomalení poklesu. Ampli-

tuda CMAP ovšem není dostatečně valido-

vaný bio marker a jeho limitaci představuje 

proces přirozené reinervace ze zachovalých 

motoneuronů [24]. Změna objemu m. biceps 

brachii po i. m. aplikaci nebyla navíc dle MR 

hodnocení významná proti neléčené straně.

Intraspinální aplikace
V roce 2012 publikovali Mazzini et al sou-

hrn né výsledky devítiletého sledování, kdy 

Tab. 1 – pokračování. Přehled klinických studií.

Studie Typ buněk Aplikační 
cesta

Počet 
pa cientů Primární cíl Způsob 

hodnocení Závěr Komentáře

Mazzini et al 

2015 [30]
fetální NSC 

intraspinální 

aplikace 

do L míchy

6 pa cientů bezpečnost

AE, SAE, ALSFRS-R, 

sv. test dle 

MRC, FVC, MR 

mozku a míchy, 

psycholog. do-

tazníky a kontroly, 

lab. testy kvality 

a tumorigenicity SC

1× HŽT, jinak bez SAE; 

bez akcelerace choroby 

dle markerů; MR bez 

průkazu tumoru či jiné 

patol.; bez těžkých 

stresových adaptačních 

reakcí

Martinez et al 

2009 [31]

autologní 

MSC

intracere-

brální 

aplikace 

z návrtů do 

frontálního 

kortexu bilat 

23 ALS 

(10 léčeno, 

13 neléčeno)

bezpečnost 

a účin nost

délka přežití, 

ALSFRS

dle autorů bezpečný 

postup (přes 1 úmrtí 

záhy po operaci); 

delší přežití léčené vs. 

neléčené skupiny

léčená skupina 

měla pomalu 

progredující, 

neléčená rychle 

progredující ALS; 

zlepšení o 13 bodů 

po léčbě v ALSFRS 

nehodnověrné

AE –  nežádoucí reakce (Adverse Events), ALS –  amyotrofi cká laterální skleróza, ALSFRS-R –  revidovaná škála funkčního hodnocení ALS (Revised 

Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rat ing Scale), Appel ALS Scale –  Appelova škála funkčního zhodnocení ALS, CMAP –  sumační svalový 

akční potenciál (Compound Muscle Action Potential), HŽT –  hluboká žilní trombóza, EMG –  elektromyografie, FVC –  usilovná vitální kapacita (For-

ced Vital Capacity), G-CSF –  faktor stimulující granulocytární kolonie (Granulocyte-Colony Stimulat ing Factor), MS –  multiple sclerosis, MSC –  me-

zenchymální kmenové buňky (Mesenchymal Stem Cel ls), MR –  magnetická rezonance, MRC –  Medical Research Council, MSC –  mezenchymové 

kmenové buňky (Mesenchymal Stem Cel ls), Nor ris bulbární a spinální –  Nor risova škála funkčního zhodnocení bulbárních a spinálních symp tomů, 

NSC –  neurální kmenové buňky (Neural Stem Cel ls), QoL –  škála kvality života (Quality of Life), SAE –  vážné nežádoucí reakce (Serious Adverse 

Events), SC –  kmenové buňky (Stem Cel ls), SSEP –  samotosenzorické evokované potenciály.
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byly celkem 19 pa cientům intraspinálně 

aplikovány autologní MSC [25]. Tyto studie 

nelze nazvat translační, neboť zvířecí model 

byl testován ex post [7]. Hlavním cílem stu-

die byla monitorace bezpečnosti a vhod-

nosti této aplikační cesty. Pa cientům bylo po 

šestiměsíčním úvodním sledování operačně 

aplikováno do hrudní míchy různé množství 

autologních MSC. Následoval monitor ing 

pomocí MR míchy, klinického a psychologic-

kého zhodnocení po 3 měsících až do smrti 

pa cienta. Ve výsledku nebyly zaznamenány 

žádné závažné nežádoucí účinky, avšak ani 

žádný významný klinický přínos z aplikace. 

Zpomalení progrese, pozorované u šesti 

pa cientů, interpretují autoři spíše jako při-

rozený průběh choroby –  jednalo se o nej-

mladší z pa cientů, resp. o pa cienty s izolo-

vaným postižením dolního motoneuronu 

s nejpomalejším průběhem choroby. Dlou-

hodobé psychologické monitorování ro-

bustní baterií dotazníků ukázalo, že majoritní 

podíl na vnímané kvalitě života má přede-

vším sociální zázemí, stejně jako premor-

bidně aktivní postoj k životu. To je v souladu 

se zjištěním jiných studií, které hodnotily de-

terminanty kvality života a adaptaci na cho-

robu ALS [26]. Ve výše uvedeném sledování 

se subjektivně vnímaná kvalita života na-

vzdory invazivní proceduře nezhoršila. 

V roce 2012 publikovali Blanquer et al vý-

sledky intraspinální aplikace autologních 

mononukleárních buněk z kostní dřeně 

11 pa cientům [27]. Výsledky s aplikací této 

buněčné linie publikovali Deda et al již 

v roce 2009. Studie ovšem měla nízkou me-

todologickou kvalitu, a proto není v našem 

článku více komentována [28]. Design studie 

Blanquera et al byl cílen na ověření bezpeč-

nosti, proto byla zvolena relativně bezpečná 

aplikace z laminektomie Th3– Th4. Aplikaci 

půl roku předcházelo a 1 rok následovalo 

robustní monitorování klinické, spiromet-

rické, MR mozku a míchy, elektrofyziologické 

a psychologické kontroly v tříměsíčních in-

tervalech. V rámci průměrných hodnot 

celé skupiny nedošlo po aplikaci k význam-

nému urychlení progrese ve spiromet-

rii a v ALSFRS-R. Psychologické hodnocení 

ukázalo pokles kvality života v období po-

sledního měsíce před aplikací, což autoři in-

terpretovali jako adaptační reakci. V poope-

račním období se pak většina pa cientů stran 

kvality života stabilizovala na hodnotě, se 

kterou do studie vstupovali. U čtyř pa cientů, 

kteří v důsledku progrese nemoci zemřeli, 

bylo pak provedeno histologické a histoche-

mické zhodnocení míchy. Zde autoři doklá-

dají signifi kantně větší počet motoneuronů 

v míšních segmentech v místě aplikace proti 

neaplikovaným míšním segmentům u tří 

pa cientů a zároveň dlouhodobé přežívání 

graftu. V závěru této metodologicky kvalitní 

studie autoři konstatují, že je nutné bližší po-

chopení bio logických mechanizmů stojících 

v pozadí buněčné terapie.

V roce 2014 publikovali Feldmanová et al 

souhrn né výsledky studie na 15 pa cientech 

s ALS, kdy byla pa cientům operačně z la-

minektomie za pomocí speciálního mik-

roinjektoru intraspinálně aplikována linie 

alogen ních neurálních progenitorů z fetální 

míchy [29]. Cílem bylo zhodnotit bezpeč-

nost tohoto postupu. Pa cienti byli rozděleni 

do pěti kohort jednak dle principu eskalace 

dávky (od uni- přes bilaterální lumbální až ke 

kombinované dvoudobé lumbální a cervi-

kální aplikaci), jednak dle principu eskalace 

rizika (od nejvíce postižených k těm s malým 

defi citem). K prevenci rejekce byla podávána 

imunosuprese ve schématu jako u orgánové 

transplantace. Fáze před aplikací a po ní byla 

zhodnocena pomocí ALSFRS-R, FVC a bate-

rií dalších bio markerů (např. handgrip test, 

svalový dynamometr, elektrická impedanční 

myografie). Porovnání rychlostí progrese 

mělo vyloučit akceleraci progrese choroby 

po aplikaci. Problematická byla udržovací 

imunosuprese, kterou z důvodů gastrointes-

tinální intolerance ukončilo či redukovalo 

pět z 15 pa cientů. Ke zrychlení progrese 

choroby, dle použitých bio markerů, nedo-

šlo u žádného pa cienta a u tří došlo k jejímu 

zpomalení, u jednoho dokonce k přechod-

nému zlepšení. Dva z těchto tří pa cientů 

byli ve studii nejmladší a s nejkratším trvá-

ním choroby. Efekt zpomalení progrese cho-

roby postupně klesal s časem od aplikace 

a u dvou pa cientů z kohorty s dvoudobým 

výkonem po aplikaci do krční míchy opět 

vzrostl. To autoři interpretovali jako určitou 

tendenci k přínosu opakovaného podání, 

stejně jako víceetážové aplikace. 

V roce 2015 publikovali Mazzini et al ini-

ciální výsledky bezpečnostní studie s intra-

spinální aplikací fetálních NSC šesti imo-

bilním pa cientům v pokročilém stadiu 

choroby [30]. Tři pa cienti obdrželi unilate-

rální, tři bilaterální aplikaci buněk do lum-

bální intumescence, opět na principu eska-

lace dávky. Byl využit stejný stereotaktický 

mikroinjektor jako v předešlé studii, ovšem 

s redukovaným schématem imunosuprese 

(pouze takrolimus, ukončen po půl roce). 

Sledování a škálování probíhalo každý měsíc 

po dobu 1 roku, poté každé 3 měsíce až do 

smrti. MR kontroly mozku a míchy po vý-

konu probíhaly čtvrtletně. Byl použit ro-

bustní panel testování kvality buněk a zhod-

nocení jejich tumorigen ního potenciálu, 

vč. in vivo testu na imunodefi cientních my-

ších. Kromě jedné fl ebotrombózy se nevy-

skytly závažné nežádoucí reakce a zároveň 

pa cienti lépe tolerovali imunosupresi proti 

předchozí studii. MR kontroly byly bez sig-

nifikantních strukturálních změn. Během 

sledování nedošlo k akceleraci progrese 

choroby, významný efekt léčby však zazna-

menán nebyl. Souhrnem autoři konstatují, že 

jejich hlavním cílem bylo co nejvíce standar-

dizovat intraspinální postup aplikace NSC, 

testovat jejich kvalitu a dále reprodukovat 

metodu Feldman nové et al, se kterými hod-

lají vytvořit multicentrickou studii.

Intracerebrální aplikace
V roce 2009 publikovali Martinez et al neza-

slepenou, nerandomizovanou studii se ste-

reotaktickou aplikací MSC do frontálního 

kortexu [31]. Bylo porovnáno 10 léčených 

a 13 neléčených pa cientů. Ve studii byl do-

kládán efekt léčby třikrát delším průměrným 

přežitím léčené skupiny. Ovšem tato skupina 

měla před vstupem do studie dvakrát delší 

dobu trvání choroby než kontroly, a jednalo 

se tedy spíše o pa cienty s pomalu progredu-

jící chorobou. Tvrzení, že se někteří pa cienti 

po 6 měsících od léčby zlepšili až o 13 bodů 

v ALSFRS-R, působí nevěrohodně v situaci, 

kdy aplikace byla provedena pouze z jed-

noho vpichu do motorické arey každé strany. 

Shrnutí a perspektivy
Ačkoliv mnohé experimentální práce do-

kládají pozitivní efekt buněčné terapie na 

průběh nemocí motoneuronů, dosud pub-

likované klinické studie tento efekt zatím 

nepotvrzují. Důvodem je v první řadě sku-

tečnost, že k tomu buď nebyly adekvátně 

navrženy –  primárním cílem studií bylo spíše 

hodnocení bezpečnosti léčby a způsobu ap-

likace než vliv léčby na průběh nemoci, nebo 

v důsledku svých metodologických limitací, 

jak bylo nastíněno v komentářích k jednotli-

vým studiím. Problém translace nadějných 

výsledků z myších SOD1 modelů do úspěš-

ných klinických studií je obecně pozorova-

ným jevem všech dosud testovaných léčiv 

u ALS [6,32]. Existuje několik faktorů, kterými 

lze tento fenomén vysvětlit. Prvním faktorem 

je, že v drtivé většině experimentálních studií 

je léčba zahájena v presymp tomatické fázi 

nebo bezprostředně po rozvoji příznaků [32]. 

Vzhledem k průměrné prodlevě 11 měsíců 
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bio markerů by mohl umožnit definovat 

a charakterizovat pa cienty odpovídající na 

léčbu, jak se o to pokusila jedna z referova-

ných studií [18]. Předběžné poznatky z cito-

vaných klinických studií nastolují také otázku 

o přínosu buněčné terapie v závislosti na 

délce trvání choroby a stupni klinického po-

stižení ve smyslu hranice, po jejímž překro-

čení už nelze očekávat významný příznivý 

léčebný efekt. Pro design budoucích klinic-

kých studií se dále jako klíčová jeví detailnější 

stratifi kace pa cientů do skupin rychle a po-

malu progredujících [22,48], např. dle recent-

ních prognostických modelů zohledňujících 

i přítomnost kognitivního defi citu dysexe-

kutivního typu jako významného rizikového 

faktoru rychleji progredující formy ALS [49]. 

V kontextu odhadů, podle kterých je po-

třeba sledovat 170 pa cientů s rychle pro-

gredující formou ALS nejméně 12 měsíců, 

aby bylo možné s dostatečnou statistickou 

silou určit 20% zpomalení progrese dle škály 

ALSFRS-R [22], je zřejmé, že studie k průkazu 

účinku terapie by měly probíhat jednak na 

multicentrické úrovni k zajištění dostateč-

ného počtu účastníků, jednak nejméně rok. 

Ve složité otázce fi nancování se při nedo-

stupnosti či nedostatečném rozsahu stan-

dardních grantových prostředků jako viabilní 

alternativa jeví např. metoda tzv. crowdfund-

ingu [50], která se vyhýbá etickým úskalím 

metod spojených se spoluúčastí pa cientů 

samotných. 

Seznam použitých zkratek

ALS –  amyotrofická laterální skleróza (Amyotrophic 

Lateral Sclerosis)

ALSFRS-R –  revidovaná škála funkčního hodnocení ALS 

(Revised Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rat-

ing Scale)

CMAP –  amplituda sumačního svalového potenciálu 

(Compound Muscle Action Potential)

FVC –  usilovná vitální kapacita (Forced Vital Capacity)

G-CSF –  faktor stimulující granulocytární kolonie 

(Granulocyte-Colony Stimulat ing Factor)

MS –  roztroušená skleróza (Multiple Sclerosis)

MR –  magnetická rezonance

MSC –  mezenchymální kmenové buňky (Mesenchy-

mal Stem Cel ls)

NSC –  neurální kmenové buňky (Neural Stem Cel ls)

SOD1 –  superoxid dismutáza 1

TDP-43 –  Transactive DNA bind ing Protein of 43 kDa length
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průnik dostatečného množství buněk do 

všech míst postižených patologií. Tuto pro-

blematiku ilustrují experimentální modely 

intraspinální aplikace NSC, které sice pro-

kazují zvýšený počet přežívajících moto-

neuronů v blízkosti místa aplikace, ovšem 

tento efekt mizí se vzdáleností a stejně tak 

nedochází k žádnému pozitivnímu ovliv-

nění kortikálního motoneuronu a descen-

dentních drah, a tím pádem ani k podstat-

nému a trvalejšímu funkčnímu zlepšení [41]. 

Tyto experimentální výsledky tak dále ob-

jasňují limitovaný efekt jednoetážové in-

traspinální aplikace v publikovaných klinic-

kých studiích. Benefi t i.th. aplikace je na 

technické i bezpečnostní rovině nesporný, 

výsledky i.th. aplikací (humán ních) MSC 

myším modelům ovšem svědčí o velmi 

omezenému průniku těchto MSC do pa-

renchymu. Pozorovaný efekt na délku pře-

žití a zlepšení funkčních parametrů je tak 

přisuzován nejspíše jejich parakrin nímu pů-

sobení z likvorového rezervoáru a zároveň 

vyžaduje opakovanou aplikaci [42]. Je však 

nezbytné určit vhodné intervaly opako-

vání aplikací, stejně jako vhodné dávky, 

o což se již pokusily ně kte ré experimen-

tální [42,43] a v omezené míře i klinické 

práce [18,20,27]. 

Provedené klinické studie s intraspinální 

aplikací SC přinášejí většinou důkazy o re-

lativní bezpečnosti tohoto přístupu, dalším 

klíčovým krokem se jeví standardizace jed-

nak operačních protokolů, jak ukazují re-

centní práce Feldman nové a Mazziniové, 

jednak i pooperační péče. Nadále bude 

potřeba prokázat v širším rozsahu, že sku-

tečně nedochází k pooperační akceleraci 

choroby, čemuž naopak nasvědčují ob-

servační studie na nepoměrně větších sou-

borech pa cientů [44]. Pro bezpečnost auto-

logních kmenových buněk v klinické aplikaci 

svědčí provedené metaanalýzy [45], pro hu-

mán ní aplikaci NSC metaanalýzy dosud 

chybí a kazuistiky nasvědčují riziku maligní 

transformace u imunosuprimovaných je-

dinců [46], která je právě u tohoto buněč-

ného typu relevantní. Pro testování bezpeč-

nosti bude nutné vytvořit standardní postup 

např. dle modelu poslední studie Mazziniho 

et al [30]. Hodnocení klinického efektu tera-

pie bude vyžadovat spolehlivější objektivní 

bio markery progrese nemoci a odpovědi na 

léčbu, které se vyhnou stávajícím limitacím 

všeobecně užívané škály ALSFRS-R, zejména 

její nízké senzitivitě [24]. Podle novějších 

poznatků se jako vhodná jeví revize a další 

upřesnění této škály [47]. Panel případných 

od prvních symp tomů k dia gnóze [33] nelze 

tuto situaci v klinických studiích reprodu-

kovat a v kontextu rychle progredující neu-

rodegenerace se jedná o výrazně pokroči-

lejší patologický proces. Druhým faktorem, 

který se dotýká preklinických prací, je pu-

blikační bias neboli tendence častěji publi-

kovat výsledky prokazující pozitivní účinek 

zkoumaného terapeutického postupu a na-

opak negativní výsledky nepublikovat, což 

poté zkresluje obraz počtu úspěšných ex-

perimentálních studií [32,34]. Třetím fakto-

rem je, že mnoho experimentálních studií 

nesplňuje přísné metodologické požadavky 

kladené na studie klinické v podobě zasle-

pení či randomizace, což se odráží v podobě 

selekčních či detekčních bias a podmiňuje 

tendence k pozitivnímu nadhodnocení vý-

sledků [34]. Byly vypracovány standardní do-

poručené postupy, na jejichž podkladě lze, 

obdobně jako u studií klinických, zhodnotit 

metodologickou úroveň experimentálních 

studií [35]. Posledním faktorem, který může 

znesnadnit translaci výsledků experimen-

tálních studií, je nejasná relevance výstupů 

z modelů SOD1 mutací pro ostatní formy 

ALS [6].

Má-li buněčná terapie v budoucnosti pro-

kázat svoji účin nost v léčbě ALS, bude po-

třeba splnit více požadavků ještě na pre-

klinické úrovni. V situaci, kdy jednotlivé 

experimentální studie pracují s velkým 

množstvím různých buněčných linií s odliš-

nými vlastnostmi, konkrétně odlišnou mírou 

neurotropizmu, sekrece růstových faktorů, 

imunomodulačních vlastností, nebo odliš-

ným původem (auto- vs. alogen ní), bude 

jednou z prvních priorit identifi kace tera-

peuticky nejefektivnějšího typu buněk a ná-

sledně standardizování jeho vlastností [36]. 

Autologní MSC sice nevyžadují imuno-

supresi, ale jejich nevýhodou je jednak ex-

perimentálně prokázaný vliv senescence, 

tedy poklesu funkčních schopností MSC 

s narůstajícím věkem donora [37], jednak je-

jich významně horší funkční vlastnosti v ko-

relaci s aktivitou ALS [38], resp. v důsledku 

přítomností kauzální mutace [39]. Na druhé 

straně pak experimentální studie na myším 

modelu sice prokazují významně delší přeží-

vání instraspinálního graftu humán ních NSC 

díky kombinované imunosupresi (takrolimus 

a mykofenolát mofetil) [40], avšak v klinické 

studii Feldman nové et al musela až třetina 

pa cientů tuto terapii ukončit či významně 

redukovat pro intoleranci [29].

Dále je potřeba defi novat a standardizo-

vat aplikační metody zajišťující optimální 
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