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Experimentalni a klinické aplikace
mezenchymalnich kmenovych bunék

u misniho poranéni

The Use of Mesenchymal Stem Cells in the Experimental

and Clinical Therapy of Spinal Cord Injury

Souhrn

Uziti mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) je jednim z experimentélnich terapeutic-
kych pristupl k [é¢bé poranéni michy. MSC Ize ziskat z kostni dfené, tukové tkané i z jinych
perifernich tkani dospélych jedincd. Vyhodou je, v porovnani s jinymi kmenovymi burikami,
jejich dobra dostupnost, snadna expanze a moZnost autologniho pouZiti. MSC byly v po-
slednich 15 letech studovany v experimentdlnim miSnim poranéni zejména u hlodavct se
slibnymi vysledky. Existuje nékolik mechanizm, jakymi plsobi MSC na mi3ni 1ézi. Pfedevsim
to je remyelinizace demyelinizovanych vlaken, podpora puceni axond (sprouting), angio-
geneze, imunosupresivni efekt ¢i sekrece neurotrofnich faktord, které mohou vést k funk-
¢nimu zlepseni. Tyto slibné vysledky urychlily zahajeni klinickych studif u pacientd s porané-
nim michy. Klinické studie faze I/l ukazaly, Ze se jednd o bezpe¢nou metodu, aviak funkéni
prikaz vyzaduje dalsi klinické studie. Ukazuje se, Ze MSC bude tfeba kombinovat s jinymi
metodami, jako je pfemosténi léze, enzymatické Stépeni jizvy a blokatory inhibi¢nich fak-
torQ. Tato prace pfindsi prehledny souhrn o aplikaci MSC u misniho poranéni v experimentu
i klinice.

Abstract

The use of mesenchymal stem cells (MSC) represents an experimental therapeutic modality in
the treatment of spinal cord injury. MSC can be harvested from the bone marrow, fat tissue
and other peripheral tissues from adult individuals. Compared to other types of stem cells,
MSC are easy to access and expand and they can be used in autologous settings. Over the
last 15 years, MSC have been widely studied in experimental spinal cord injury, especially in
rodents, with promising results. MSC support remyelination of demyelinated axons, axonal
sprouting, angiogenesis, have immunosuppressive effect and secrete neurotrophic factors
that may led to functional improvement. These promising results led to launching of clini-
cal studies in patients with spinal cord injury. Phase I/l clinical studies showed that the use
of MSC represent a safe method. However, functional effect needs to be proved in further
clinical studies. Data suggest that MSC will need to be combined with other methods, such
as lesion bridging, scar tissue breakdown and blocking of inhibitory molecules. This paper
provides an overview of the use of MSC in experimental and clinical SCI.
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EXPERIMENTALNI A KLINICKE APLIKACE MEZENCHYMALNICH KMENOVYCH BUNEK U MiSNIHO PORANEN

Uvod
Poznatek zaznamenany jiz v papyru
Edwina Smithe, Ze poranéni michy nedo-
kazeme lécit, plati i po vice nez 3 500 le-
tech [1]. | pfes to, Ze v poslednich 20 letech
bylo dosazeno vyznamného posunu ve vy-
zkumu, je ziejmé, Ze existuje jesté dlouha
cesta k definitivni 1é¢bé. Rozviji se nékolik
smérd vyzkumu: predevsim uZiti kmeno-
vych bunék, tkanového inZenyrstvi a bio-
materiald, vyzkum imunologické odpovédi
¢i modifikace inhibi¢nich faktord [2].
Pocet klinickych zkouSek vyuZivaji-
cich kmenové bunky kostni drené, ob-
dobné jako jiné buriky (olfaktorickd glie
¢i Schwannovy bunky), u pacientd s pora-
nénim michy ve svété roste. Velmi inten-
zivni je oblast vyzkumu kmenovych bunék
i v Ceské republice, kde dosud probéhla
jedna klinickd studie [3]. V nésledujicim
¢lanku shrnujeme soucasny stav terapie
pomoci mezenchymalnich kmenovych
bunék u experimentalniho misniho pora-
néni, poznatky z klinickych studii a v za-
véru je doplfiujeme rozvahou o dalsim vy-
voji |é¢by misniho poranéni.

Mezenchymalni kmenové

bunky

Hematopoetické buriky kostni drené se

uzivaji v lé¢bé pacientt s hematologickymi

onemocnénimi mnoho let [4]. V kostni
dfeni ale existuji dva typy kmenovych
bunék: hematopoetické kmenové buriky

a mezenchymalni kmenové bunky (Me-

senchymal Stem Cells, MSC). MSC jsou

snadno dostupné a je mozné jejich auto-
logni i alogennf vyuziti. V kostni dfeni do-
spélého ¢lovéka zaujimaji MSC pfiblizné

0,001-0,01 % vsech jadernych bunék [5].

Podle prohlaseni Mezinarodni spolec¢nosti

pro bunécnou lécbu (International Society

for Cellular Therapy) jsou MSC defino-
vany nasledujicimi vlastnostmi:

1. schopnosti adherence k plastu pfi kulti-
vaci za standardnich podminek,

2. expresi povrchovych molekul CD105,
CD73 a CD90 a naopak chybénim po-
vrchovych molekul CD45, CD34, CD14
¢i CD11b, CD79alpha nebo CD19,
HLA-DR a

3. schopnosti diferenciace do adipo-
cytd, chondroblastl a osteoblastd in
vitro [6].

Mezenchymadlni buriky jsou tkanové spe-
cifické multipotentni burnky, které mohou
byt izolovany i z jinych asti téla, jako jsou

Whartondv rosol, pupecnik, pupecnikova
krev, placenta, zubni dfen ¢ tukova tkan.
Vyzkum ¢&i dokonce klinické aplikace MSC
probihaji u rznych onemocnénich CNS.
Prikladem jsou roztrousena sklerdza [7],
mozkova mrtvice [8], amyotroficka lateralni
skleréza [9], Parkinsonova choroba [10] i
misni poranéni [3,11-13]. Mezenchymové
buriky kostni dfené mohou migrovat do
mista postiZzeni v zavislosti na mistnich in-
dukénich signélech. Bylo prokazéno, Ze
transplantované buriky kostni dfené zvysuji
expresi rlstovych a trofickych faktord pfi is-
chemii mozku potkana [14]. In vitro dife-
rencuji do osteoblastli, chondrocytd, adi-
pocytd a myoblastt [5,15]. Jejich schopnost
diferencovat do bunék CNS (astrocyty, neu-
rony, oligodendroglie) je v3ak velmi mala.
Po transplantaci do mozku ¢&i michy rea-
guji MSC na vnitini signaly, jako jsou FGFs
(Fibroblast Growth Factors), NGF (Nerve
Growth Factor) ¢i NCAM (Neural Cell Adhe-
sion Molecule), a mohou ochranit neurony
pfed apoptézou a zrychlit regeneraci po-
moci produkce rastovych faktord, jako na-
priklad BDNF (Brain-Derived Neurotrophic
Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor), NGF (Nerve Growth Factor) ¢i GDNF
(Glial-Derived Neurotrophic Factor) [16]. Po
transplantaci MSC snizuji senzitivitu k ligan-
ddm glutamatovych receptort a podporuji
tak plasticitu poskozené tkané CNS [17].
Kmenové buriky kostni dfené Ize také
mobilizovat z kostni dfené do periferni
krve pomoci granulocytarniho kolonie sti-
mulujiciho faktoru (G-CSF). Tyto bunky
pak migruji do misni léze [18]. V expe-
rimentalni studii provedené na nasem
pracovisti jsme porovnali aplikaci kulti-
vovanych MSC s frakci cCerstvé pfipra-
venych mononuklearnich bunék kostni
dfené a s mobilizaci bunék z kostni dfené.
Vsechny tfi pokusy statisticky vyznamné
zlepsily motoriku a citi zadnich konce-
tin potkant v porovnani s aplikaci fyzio-
logického roztoku. Morfometrickd ana-
lyza také prokdazala statisticky vyznamné
zvyseni objemu zachovalé bilé i Sedé
hmoty [13]. ZlepSeni v histologickych
i funk¢nich parametrech bylo nejvice pa-
trné pravé u potkand po aplikaci MSC.

Mechanizmy pusobeni
mezenchymalnich kmenovych
bunék u misniho poranéni

V poslednich 15 letech bylo provedeno
velké mnozstvi studii s aplikaci MSC pre-
vazné na laboratornich potkanech s ex-

perimentalnim misnim poranénim [11].
MSC byly podény bud samostatné,
nebo v kombinaci s jinymi terapeutic-
kymi pfistupy (biomateridly, trofické fak-
tory) [19-21]. Funkeni efekt MSC Ize na
zékladé provedenych studii obecné shr-
nout do nasledujicich ¢tyr kategorir:

1. Implantované MSC diferencuji do mye-
linizujicich bunék a remyelinizuji demy-
elinizované axony [22,23].

2. Podporuji puceni axon v oblasti léze
a pres glidlni jizvu [24,25].

3. MSC maji imunosupresivni efekt,
nebot moduluji imunitni reakci pod-
porou M2 podtypu makrofagd oproti
klasickym aktivovanym M1 makro-
fagm. M2 podtyp makrofagl pu-
sobi protizanétlivé a ma zvysenou
schopnost fagocytézy, coz vede k re-
dukci sekundérniho traumatu a atrofie
michy (redukuiji velikost posttraumatic-
kych kavit, redukuji aktivitu astrocytl
a mikroglie/makrofagti [13,26-28]).

4. Secernuji rastové cytokiny (IL-6, IL-7,
IL-10, VEGF, IFN-y) a sniZuji prozanét-
livé cytokiny [29].

Zdroje mezenchymalnich
kmenovych bunék

Zakladnim zdrojem mezenchymélnich
kmenovych bunék u dospélych jedincl je
kostni dferi, kterd umoZnuje po traumatu
odbér kmenovych bunék v dostate¢ném
mnozstvi. Druhym zdrojem jsou MSC z tu-
kové tkané (AMSC). Vyhodou obou pod-
typt MSC je moznost autolognf transplan-
tace. U AMSC je odbér jednoduchy, navic
zdrojem téchto kmenovych bunék muze
byt ,odpadni” tukové tkan pfi liposuk-
cich. Aplikace MSC v mignim poranéni pa-
sobi podobné jako u MSC z kostni dfené;
podporuji angiogenezi, rlst axond, inhi-
buji glidIni jizvu a zénétlivou reakci. Druha
skupina MSC jsou perinatélni zdroje: MSC
z pupecni $ilry, WhartonQv rosol, kme-
nové buriky pupecnikové krve, mezenchy-
malni buriky z pupecniku nebo z placenty.

Casovani aplikace
mezenchymalnich kmenovych
bunék

Vhodné terapeutické okno pro aplikaci
MSC ma zasadni vyznam pro jeji Uspéch.
Zdalo by se, ze ¢im dfive bude Ié¢ba apli-
kovana, tim lépe. Nicméné experimen-
talni studie ukazuiji, Ze akutni 1écba (cca do
sedmi dnl) mdZe mit horsi vysledky nez
aplikace odlozena, tedy ve fazi subakutni
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(zhruba po sedmi dnech) [30,31]. Dlvo-
dem maZze byt rozvoj zanétlivé reakce s vel-
kou invazi imunokompetentnich bunék
v akutni fazi a s tim souvisejici otok nervové
tkané. Po prvnim tydnu dochazi k vyznam-
nému poklesu imunokompetentnich bunék
v tkdni, regresi edému a prostiedi poranéné
CNS tak muZe pfiznivéji reagovat na inter-
vence. Studie Ucink( MSC v akutnf ¢i suba-
kutni fazi byly nejcastéji provadény po sedmi
dnech od miSniho poranéni. Mensi pocet
studif shrnuje podani MSC v chronické fézi
misniho poranéni [32-34]. Zde bude nutna
kombinace MSC s jinymi modalitami, napf.
biomateridly, které umoZzni pfemosténf sy-
ringomyelie, ¢i enzymy, které stépi glidInf
jizvu [19,31,35,36]. Balénkova kompresni
|éze je jedna z metod vytvoreni experimen-
talniho midniho poranéni, jez velmi dobfe
napodobuje redlnou klinickou situaci, a Ize
ji vyuZit k hodnoceni 1é¢by jak v akutni, tak
i pravé v chronické fazi, kdy dochazi k roz-
voji posttraumatické syringomyelie [37].
V nasi praci pravé pfemosténi syringomyelie
pomoci porézniho hydrogelu v kombinaci
s MSC vedlo k zachovani vétstho mnozstvi
mi3ni tkdné a ke zlepseni funkce zadnich
koncetin testovanych zvifat [19].

Dalsi faktor, ktery maze byt vyznamny, je
opakované podani. Cizkova et al zkoumali
vliv opakovaného podani (tfikrat denné
po dobu tfi dnll) MSC intratékalné [38].
Zatimco jednordzové podani ani opako-
vané podani v ¢asné fazi misniho poranéni
(do péti dnl po miSnim poranéni) nevedlo
ke statisticky vyznamnému zlepseni stavu
laboratornich potkant, opakovana i.t. apli-
kace mezi 7. a 9. dnem vedla u potkant ke
statisticky vyznamnému zlepSeni motoriky.
Opakované aplikace by tedy mohly zvy-
Sit Ucinek MSC. Opakované aplikace MSC
byly pouzity i u nékterych klinickych studif
U pacientd s miSnim poranénim (viz nize).

Metody aplikace
mezenchymalnich kmenovych
bunék u misniho poranéni

V experimentu ¢i klinické praxi se u mis-

niho poranéni vyuzivaji tyto metody ap-

likace MSC:

1. intraspinalni — pfima aplikace do michy
v okoli 1éze [34,39],

2. intratékalni — prevazné cestou lum-
balni punkce, event. injekci do cisterna
magna ¢i intraventrikuldrné [40,41],

3. intraarteridini — vyuZivajici metodu ka-
tetrizace a. vertebralis z a. femoralis [3],

4. intravendzni [3,13,42].

Zatimco podani do okoli mista léze je
nejpfiméjsi, existuje zde riziko posko-
zeni po aplikaci nasledkem pfimého po-
ranéni ¢i krvaceni do jesté funkcnich
oblasti misni tkané. Jelikoz MSC maji
schopnost migrovat do mista poranéni,
Ize vyuZit aplikace do okoli mista anebo
systémovou aplikaci [43]. Velké mnoz-
stvi studii na potkanech vyuZivalo intra-
vendzni podani [13,44,45]. V posledni
dobé se rozviji intratékdlni metoda apli-
kace MSC [33,34,46,47]. Jeji vyhodou je
minimalni invazivita, ale zaroven je apli-
kace cilena blize k ézi. Migraci a prezivani
MSC oznacenych nanocasticemi Zeleza je
mozné pribézné sledovat pomoci mag-
netické rezonance [48].

Bylo provedeno nékolik studif, které po-
rovnavaly efektivitu jednotlivych metod.
Kim et al porovnavali intravendzni a in-
traspinalni aplikaci u chronického misniho
poranéni (Sest tydnt po SCI) [34]. Pro-
cento prezivsich bunék bylo 36,5 % u in-
traspindini aplikace a 15,5 % u intrave-
nozni aplikace. Exprese rastovych faktort
BDNF a NGF byla vys$si v obou transplanto-
vanych skupinach v porovnani s kontrolni
skupinou (bez aplikace MSC), stejné jako
zlepSeni motoriky potkand. Vaquero et al
porovnali intravendzni a intraspinalni apli-
kaci u chronického poranéni michy [33].
Funk¢ni vysledek (dle testd motoriky
i senzitivity) byl statisticky vyznamné lepsi
po intraspindini aplikaci v porovnani s in-
travendzni aplikaci. Ke zlepseni doslo
i v trofice zadnich koncetin potkant (mé-
feno velikosti lytkovych sval(). Jind studie,
ktera porovnavala intratékdlni a intrave-
nézni aplikaci [49], ukazala, Ze po intra-
tékalni aplikaci je v misté léze pfitomno
vetsi mnozstvi aplikovanych MSC (4,1 %
vs 2,3 % po Ctyfech dnech a 3,4 % vs
1,6 % po 21 dnech), vétsi mnozstvi za-
chovalé misni tkané, mensi glidIni jizva
a slabsi reakce proti cizimu télesu v po-
rovnani s intravendzni aplikaci. | kdyz vy-
sledky studii naznacuji, Ze cilenégjsi apli-
kace dosahuje lepsich vysledkd (coz Ize
ocekavat), nenf zcela jednoznacné proka-
zano, kterd z vyse uvedenych aplika¢nich
metod je v urcitém casovém intervalu od
traumatu nejefektivnéjsi.

Experimentalni |écba
kmenovymi bunkami u misniho
poranéni vétsich zvirat a lidoopu
Experimentdlni studie u vétsich zvifat jsou

stupnost zvitat, narocnéjsi etické poza-
davky a péce, vétsi riziko komplikaci, na-
mnozstvi studii provedenych na vétsich
zvitatech i mensi mnozstvi jedincd ve sku-
pinach. Presto existuje nékolik praci vy-
uzivajicich MSC u psU a prasat. Nishida
et al pouzili MSC u chronického pora-
néni michy u 10 pst [50]. Sest z nich
znovu chodilo a u jednoho se obnovila
nocicepce, zatimco v kontrolni skupiné
13 pst chodili znovu dva a obnova no-
cicepce nebyla pozorovéna ani u jed-
noho jedince. V3ichni psi zUstali inkonti-
nentni, avsak zaddné komplikace autofi po
aplikaci nepozorovali. V jiné studii autofi
aplikovali kmenové burnky u sedmi psu
po jednom tydnu od miSniho poranéni,
tedy v akutni fazi [51]. Dva léceni psi uhy-
nuli po jednom meésici na kombinaci in-
fekce mocovych cest, prolezenin a sepsi.
Ctyfi psi se po lécbé signifikantng zlep-
Sili. TFi psi, ktefi slouZili jako kontroly (bez
lé¢by), byli utraceni po 3-12 mésicich
poté, co u nich nedoslo k zadnému zlep-
Seni. Histologické vysetfeni péti pst z lé-
Cené skupiny prokazalo pfitomnost peri-
ferniho typu myelinizace v misté léze. Je
patrné, Ze maly pocet zvifat v téchto stu-
diich neumoZriuje vétsi statistické hodno-
ceni. JeSté narocnéjsi podminky experi-
mentalnich studif jsou u primatd; proto se
nadm také podafilo identifikovat jen jednu
studii aplikace MSC u primat0 s porané-
nim michy [52,53]. V této praci prove-
dené na 10 jedincich makaka rhesus (pét
lécenych, pét kontrol) implantace MSC
z kostni dfené diferencovanych do neu-
ralni linie podpofila neurogenezi a vedla
k funk¢nimu zlepseni u vsech léc¢enych
opic, zatimco v kontrolni skupiné nedoslo
k zddnému zlepseni [53].

Klinické studie kmenovych
bunék u misniho poranéni
Dosavadni klinické studie jsou provadény
ve fazi I/ll, tedy zékladem je zjistit bezpec-
nost podani pfi sledovani funkéniho skére.
Soucasny stav klinickych studii nedovoluje
vzhledem k malému poctu pacientd s mis-
nim poranénim v jednotlivych studiich,
heterogenité soubord a ¢asto chybéjicim
kontroldm jednoznac¢né vyvodit zavéry ve
smyslu funkéniho vyznamu aplikace MSC.
Prvni publikovand studie vyuZzivajici
kmenové burky kostni dfené referovala
o kombinované aplikaci mononuklearnich
bunék injikovanych do misni léze spolu
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Tab. 1. Publikované klinické studie o uziti kmenovych bunék kostni dfené u pacientt s poranénim michy.
. Faze SCI/ . Doba Kontrolni , .
Autori /ASIA/vyska SCI Terapie sledovani  skupina Vysledky Komplikace
i _ -
Parketal, 4 A pch asiaa,  2X IO ELEp g g Ix ASIA A-B, 4x ASIA  [ePloly. myalgie,
Tissue Eng 5% Co. 1x Th nich 5 dnd 1x denné mésictl 0 A-C leukocytdza po in-
2005 [54] P P GM-CSF subkutanné jekcich GM-CSF
Callera F,
0I®) R bez detailniho neuro-
mento, Exp 10 Ch 2 x 10%i0.t. neudano 0 L , 0
Hematol logického hodnoceni
2006 [62]
Sykova 7 A/Sa (10-30 dnvu), cca 10" BMC i.a. i.a. — vsmhm 4 Ak
et al, Cell 13 Ch (2-17 mé- (6 pacientt) nebo i.v 3-12 0 a 1 Ch pacient se 0
Transplant sict), ASIA 15A, 4B, IO(M acientt) o mésicl zlepsili, i.v. — 1 A/Sa
2006 [3] 1C 12x Cp, 8x Thp P pacient se zlepsil
teploty, zcer-
venani, bolesti
17 Ak (do 14 dn0), 8 . 10 mésich 29,5 % Ak, 33,3% Sa  hlavy po aplikaci
Loon gzlals' 65a2-8tydne), 210 di'tj"f;('jeﬁ;"e stredni 17 a0% Ch se Zlepsilo,  GM-CSF, neu-
2007 [39] 12 Ch (nad 8 tydnu), GM-CSF subkutanné doba pacientt  7,7% kontrolnich pa- ~ ropaticka bolest
ASIA A, Thp sledovani cientl se zlepsilo u nékterych léce-
nych i kontrolnich
pacientt
Deda et al 10-67 x 10° MPC
c tothera’ 9 Ch, ASIA A, mnohocetné injekce 1 rok 0 100% zlepseni, 0
2508 [63]py 6x Cp, 3x Thp i.l., do gelu kryjiciho 1x A-B, 8x A-C
léziai.v.
5 . 4 x 108 autolognich
Sf:;”g;n 4 A';Sﬁ”fg} M BMC, odstranéni Ak: 3x ASIA A-CCh:
Tran’s lant (5-21 Iet)’ ASIA 5A gliaIni jizvy, detethe- 2 roky 0 1x ASIA A-C, 1x B-C, 0
2008F[)64] 1B'2C ’ ring + mnohocetné 1x C-D
! i.l. +i.t+iv. podani
‘i o 10€ kultivovanych bez zlepseni v ASIA
Pal et al, 1a5 1’%kc(; f;rrée;(;j) MSC ve 2 davkach skore, néktefi pacienti
Cytotherapy sict), ASIA 20A i.t., predchézela sti- 1-3 roky 0 v akutni skupiné s Th 0
2009 [65] 5C 3><’C 9% TP'1 mulace kostni poranénim — zlepsenf
P, P drené k ve skore kvality Zivota
zlepseni u 120 pa-
cientt (43 %) po
l;'ta;?r?stdl 277x kompletniine- 5 x 108i.t. BMC, po- g;zd:ecchngS/xZ?eB_ 90 % pacientl do-
y kompletni Iéze, Cp dano opakované 4 tydny 0 NV P ¢asna bolest zad
L St el i Th 1-4x po 6-8 tydnech seni U pacientu a meningizmus
2012 [66] P P y do 1 roku od SCI, 9
157 pacientl beze
zmény

s aplikaci GM-CSF u Sesti pacientd s akut-
nim poranénim michy [54]. Stejna skupina
pak publikovala vysledky u 35 pacientd
lécenych stejnou kombinaci. V této stu-
dii se 10 mésicl po lécbé zlepsilo 29,5 %
pacientl v akutni fazi, 33,3 % pacientt
v subakutni fazi, avdak zadny pacient lé-
¢eny v chronické fazi. Studie také zahrno-
vala dalSich 13 pacientt kontrolnich, ktefi
prodélali pouze standardni dekompresi
spolu s fuzi. V této skupiné doslo ke zlep-

seni u 7,7 % pacientt. Vysledky klinické
studie provedené v Praze byly popsény
na prvnich 20 pacientech [3]. Mononuk-
ledrni buriky kostni dfené byly aplikovany
bud katetriza¢né cestou a. vertebralis, ¢i
intravendzni infuzi u pacientd v akutni
nebo chronické fazi misniho poranéni.
Zlepseni v motorice a senzitivité bylo po-
zorovano u péti z Sesti pacientl po intra-
arteridlni aplikaci, z toho jeden pacient
byl 17 mésict po misnim poranéni. U pa-

cientl nebyly pozorovany Zzadné zavazné
komplikace po aplikaci MSC. Seznam
publikovanych klinickych studii je uveden
v tab. 1. Dal3f registrované klinické studie
uziti MSC u misniho poranéni jsou uve-
deny na strankach www.clinicaltrials.gov.
Doposud nelze ucinit zadny zavér o efekti-
vité podané 1écby, nebot je nejprve nutno
prokazat, zda je zlepSeni u nékterych pa-
cientl po Iécbé na podkladé pfirozeného
vyvoje poranéni ¢i vlivem bunécné terapie.
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Tab. 1 - pokracovani. Publikované klinické studie o uziti kmenovych bunék kostni dfené u pacientd s poranénim michy.

Autofi / ASIIZZ/ZVC;%SkcaI/SCI Terapie sle?ic:)?/gni ﬁiﬂg&lgl Vysledky Komplikace
Saito et al, 3x ASIA A, 1x zlep-
Restor Neu- 5 Ak (do 3 tydna), 3-5 x 10’ BMC i.t. 6 mésict 0 seni motor. skore, 0
rol Neurosci ASIA 3A, 1B, 1C, Cp LP v Urovni L3-L4 1x ASIA B-D, 1x ASIA
2012 [41] C-D

zlepseni v motor.

skore o 1-2 body

a 2uk108n’lfgﬁ‘1?gﬁhpa- spasticita u 24 pa-
Kishk et al, cientd, 18 % lége- ~ Clentuze 43, .r(|)<zl-
Neurore- 44.Ch, ASIAACP  5-10x 10%kgii.t. nych a 20 % neléce- /Ol NeUropaticke

; . 2 ‘o 20 ; o, o bolesti, 1 pacient

habil Neu- i Thp 40x% trauma, MSC 1x za mésic po 18 mésicl .. nych pacientl zlepsilo . .

; " P pacientd . . ~ s postinfekéni my-
ral Repair 3x myelitida dobu 6 mésicl drzeni trupu; zlepseni litidou rozvinul
2010 [46] ve funkenim skore S 0OU FOZVINY

u 25 % pacient léce- encefalomgy||t_|du
nych a 20 % neléce- g0 2. s
nych; bez statisticky
signifikantniho rozdilu
dlouhodoby follow-up
Park et 8 x 10%i.1. + u 3 pacientl — zlep- u 1 pacienta
al, Neu- 10 Ch, ASIA A nebo + 4 x 107 intradu- 6-62 0 Seni HKK v testu sily parestezie, po
rosurgery B, Cp ralné +5 x 10’ MSC mésict o 1-4 stupné, ostat- 10 mésicich spon-
2012 [55] po 4 a 8 tydnech i.t. nich 7 bez zlep3eni i tannf Ustup
min. zlepseni
Karamou- 46 % (5/11) zlep-
zian et al, 11x Ak (do 2 tydn() 7 x 10° az 12-33 20 senfi [écenych pa-
Clin Neurol a Sa (2-8 tydn0), 1,2 x 106 BMC i.t. LP mésicd Scientd cientd vs 15 % (3/20) 0
Neurosurg ASIA A v Urovni L3-1L4 P zlepseni v kontroldch
2012 [67] (p = 0,095)
Jiang et al, zlepSeni 75%, 50% prechodna tep-
Exp Ther Med ZOSCCh’CAélTAh 8_?’548’ 1 x 10%i.t. neboi.l. 30 dnt 0 ASIA A, 75% ASIA B, lota a bolest hlavy
2013 [68] - =PInp-bop 100% ASIA C 1-2 dny
14x ASIA A-C s el
Amr et al, premosténi graftem 2% ASIA AB. U v’ét- sérom pfi degra-
J Spinal 14 Ch, ASIA A, z PNS, chitosan-lami- . e daci chitosanu
. o 2 roky 0 siny pacientl doslo ke " e
Cord Med Thp-L3p ninem v kombinaci Seni Wik .~ Uuvsech pacientd,
2014 [61] s MSC snizeni Vysky poranen 1x réna hojeni

o nékolik stupnd

p.s.i. pro hematom

Ak — akutni, Sa — subakutni, Ch — chronicky, ASIA — American Spinal Injury Association, Cp — kr¢ni patet, Thp — hrudni pétef, i.t. — intrathékalni,
i.l. — intralezionalni/intraspindlni, i.v. — intravendzni, BMC — Bone Marrow Cells (buriky kostni dfené), GM-CSF — Granulocyte Macrophage Co-
lony-Stimulating Factor (granulocytarni a makrofagovy kolonie stimulujici faktor), HKK — horni koncetiny, p.s.i. — per secundam intentionem.

Jiz hodnotnéjsi zavéry Ize ale vyvodit ve
smyslu bezpec¢nosti podani MSC. Vétsina
studii uvadi, ze podani MSC u pacientd
s miSnim poranénim se obeslo bez za-
vaznych komplikaci. Mezi méné zavazné
kratkodobé komplikace pak fadi obcasny
vyskyt zvysené teploty, bolesti svalt ¢i leu-
kocytoézu. Dulezité je, ze zatim v zadné
studii nebyl popsan rozvoj nadorl u pa-
cientd po midnim poranéni, i kdyz k defi-
nitivnimu hodnoceni bude jesté nutno vy-
¢kat dlouhodobych hodnoceni pacientd.
Jedna takova studie je v3ak jiz k dispo-

zici [55]. Zde autofi uzili pfimé intrame-
duldrni podani autolognich MSC u 10 pa-
cientl s chronickym miSnim poranénim.
U Zadného z téchto pacientl nebyly po-
zorovany komplikace. Sest z 10 pacientd
se zlepsilo v motorickém skore hornich
koncetin po Sesti mésicich. Navic tfi z nich
pozorovali v pribéhu tfi let pokracu-
jici zlepSovani v béznych dennich aktivi-
tach; dale byly patrné zmény na magne-
tické rezonanci (napf. zmenseni velikosti
kavit) a zlepseni v elektrofyziologii. Dle
dostupné literatury pouze jedinad publi-

prace z Kahiry [46]. Autofi po intratékalni
aplikaci pozorovali rozvoj neuropatické
bolesti u témér 56 % pacientd, zatimco
u kontrolni skupiny nebyla pozorovana
Zadna. Zaroven autofi zjistili zhorSeni za-
vazné spasticity (stupen 3) u témér 10 %
pacientl. Tato spasticita omezila rehabi-
litaci a byla nutna aplikace botulintoxinu
A. U kontrol autofi nepozorovali zadné
zhorseni spasticity. Zasadni komplikace
byl vznik encefalomyelitidy po tfeti in-
tratékalni davce; pavodni pficina myelo-
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patie u této pacientky byla postinfek¢ni
myelitida.

Limitace experimentalnich

a klinickych studii

MnoZstvi provedenych experimentalnich
studii kmenovych bunék u miSniho pora-
néni je znacné; prevazna vétsina z nich je
na laboratornich potkanech, mensi mnoz-
stvi pak na vétsich savcich ¢i na opicich.
Vysledky experimentd na potkanech jsou
Casto presvédcivé dokumentovany histo-
logicky i funkénimi testy (pfevazné moto-
riky anebo senzitivity). Na druhou stranu
je nutno verifikovat, zdali aplikace MSC
a s tim souvisejici morfologické zmény
jsou skutecnou pricinou funkéniho zlep-
Seni. V jedné z mala takto provedenych
studif byly nejdfive experimentalné apli-
kovany NSC v miSnim poranéni mysi s vy-
slednym funk¢nim zlepsenim. Nésledné
byly NSC zniceny toxinem, coz vedlo ke
statisticky vyznamnému funkénimu zhor-
Senf stavu téchto mysi [56].

Také chybi studie, které by opakovaly
a verifikovaly vysledky jinych laboratofi
provedenim identického experimentu.
Logickym zddvodnénim je nedostate¢na
prestiz opakované studie, a tim i horsi
moznosti jeji publikovatelnosti. Na tento
nedostatek zareagovala NINDS (National
Institute of Neurological Disorders and St-
roke), kterd financuje program nazvany
.Facilities of Research Excellent in Spinal
Cord Injury, FORE-SCI”. Ten umoZfiuje
opakovaéni studie provedené v jiné labora-
tofi, ¢asto pravé za pIné asistence labora-
tofe, kde byl pravodni vyzkum provadén.
Nevyhodou je také provadéni experimen-
talni misni 1éze na Urovni hrudni (Th) pa-
tefe a relativné malé mnoZstvi studii pro-
vadénych v Urovni kr¢ni (C) patete.

V souvislosti s klinickymi studiemi je pa-
trné malé mnozstvi doposud lécenych pa-
cientd v jednotlivych studiich. To je dadno
jednak primarné malym poctem pacientd,
ale také vysokou heterogenitou soubort
ve smyslu casovani lécby, metod aplikace,
raznych typt kmenovych bunék (vét-
Sina studif byla provedena s aplikaci mo-
nonukledrnich preparatd, v mensiné pak
byly pouzity in vitro pomnozené MSQ), ¢i
kombinaci kmenovych bunék s jinymi me-
todami. Dalsi uddvanou limitaci klinickych
studif je mélo informaci tykajici se rehabi-
litace téchto pacientt [57].

Prevazna vétsina pacientld v klinickych
studiich misniho poranéni jsou pacienti

s kompletni |ézi misni (ASIA A), coz jisté
souvisi i se snahou minimalizace poten-
ciondlnich rizik v souvislosti s bunécnou
lécbou. Na druhou stranu vétsina experi-
mentdlnich studii je na laboratornich zvi-
fatech s nekompletnf lézi mf3ni. Vzhledem
ke zpasobu, jakym MSC pUsobi na misn{
|ézi, Ize ocekavat efekt l1é¢by pomoci MSC
spise u nekompletnich 1ézi. Nabizi se tedy
potfeba novych klinickych studii zahrnu-
jicich pacienty s nekompletnimi lézemi,
déle aplikace vétsiho mnozstvi bunék
a predevsim jejich opakované podani; pro
tento smér svéddf i vysledky dosavadnich
klinickych studif, které prokazaly, Ze apli-
kace MSC u pacientd s misni lézi je me-
toda bezpecna.

Poranéni michy je z hlediska patofyzio-
logie komplexni proces dany sérii patolo-
gickych procest a obecné se predpoklada,
Ze také budouci lé¢ba bude zahrnovat
kombinovanou aplikaci: terapie kmeno-
vymi burikami, implantace biomaterialt
k pfemosténi 1éze, aplikace enzym0 $tépi-
cich glidIni a mezenchymalini jizvu ¢i po-
dani protilatek proti inhibitordm myelinu
CNS. Rozviji se tak obor tkarového inze-
nyrstvi. Nap¥. biomateridly mohou fungo-
vat jednak jako nosi¢e kmenovych bunék
a zéroven jako strukturdlni zaklad (,le-
seni”), po kterém mohou rdst nové cévy ci
vldkna [19,31]. Takovd kombinace se jevi
zvlasté vyhodnd u chronického poranéni
michy, kdy vzhledem k casté syringomyelii
jsou samotné MSC naprosto nedosta-
te¢né, jak plyne z mnoha experimental-
nich studii. Vyhodou vyuZiti pravé syn-
tetickych biomateridl( je moZnost jejich
modifikace. Cilem experimentalnich stu-
dif je syntetizovat biomateridl, ktery bude
mit tu nejlepsi kombinaci vlastnosti coby
strukturdiniho ,leSeni” i nosi¢e bunék ¢i
dalsich faktort [12,36,58-60]. V lednu
2014 byla publikovana prvni studie orto-
pedd z kahirské univerzity, ktefi u 14 pa-
cientd s chronickym poranénim michy pro-
vedli pfemosténi misni l1éze pomoci Stépl
z perifernich nervd a v kombinaci s graf-
tem na bazi chitosanu s lamininem [61].
U 12 pacientl pozorovali zlepseni ze
stupné ASIA A na stupen ASIA C a u dvou
pacientl z ASIA A na ASIA B. Komplikaci
bylo sekundarni hojeni na podkladé he-
matomu a tvorby séromu.

Zaveér
MnoZstvi experimentélnich studii pre-
vazné na laboratornich potkanech vedlo

k postupnému rozvoji klinickych studif
u pacientd s miSnim poranénim. Z dosa-
vadnich vysledkl Ize odvodit, Ze se jedna
o relativné bezpe¢nou metodu, nicméné
zatim pfi jednorazovém podani bez pre-
svédcivych funkénich vysledkd v klinické
aplikaci. Je nutno podotknout, Ze vétina
klinickych studif byla ve fazi I/Il. K tomu,
abychom mohli hodnotit vysledky klinic-
kych aplikaci, je nutné zlepsit homogenitu
souborl pacientll nebo vzdy porovnat lé-
Cenou skupinu s kontrolni. Je nezbytné ve
studii zvysit mnozstvi podanych bunék,
aplikovat je co nejdfive po traumatu a po-
davat opakované. Vzhledem k mechani-
zmu puasobeni MSC by bylo vhodné i tes-
tovani pacientl s nekompletnimi lézemi
misnimi. Na druhou stranu u pacientt
s chronickym poranénim se jevi aplikace
samotnych MSC jako nepresvédcivé. Zde
Ize do budoucnosti predpokladat vyuziti
komplexnéjsiho pfistupu, napf. rozsté-
pit glidlni jizvu a pfemostit posttrauma-
tickou kavitu v centru léze, pfipadné vy-
tvofit prostredi se sprdvnym gradientem
neurotrofnich faktord, které by podporily
znovunapojeni ascendentnich a descen-
dentnich drah v misté Iéze. Takové feSeni
muUZe v budoucnosti zahrnovat implantaci
(injek¢ni, mikrochirurgickou ¢i jinou for-
mou) biomaterialt (syntetickych anebo
vlastnich), kombinaci s neurotrofnimi fak-
tory ¢i jinymi formami bunécné terapie.
Zasadni moment Uspésného rozvoje kli-
nického vyzkumu v této oblasti je také
korektni komunikace s laickou vefejnosti
a médii. Pacienti a jejich pfibuzni oceka-
vaji nové lécebné metody s velkymi nadé-
jemi. Musi byt proto pravdivé a oteviené
informovéni o readlnych moznostech ta-
kové experimentalni lé¢by bez vzbuzovani
zbytecnych nadéji. V zavéru Ize shrnout,
Ze je zadouci déle zkoumat aplikace MSC
u misSniho poranénijak v experimentu, tak
i v klinickych studiich, v Ceské republice
pak nejlépe cestou grantovych studii.
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