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Kmenové bunky v 1é¢bé amyotrofické lateralni
sklerézy — prehled soucasnych klinickych zkusenosti

Stem Cell Therapy for Amyotrophic Lateral
Sclerosis — an Overview of Current Clinical
Experience

Souhrn

Amyotrofickd laterdIni skleréza (ALS) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni motorickych
neurond. Ackoliv se béhem poslednich nékolika let podafilo definovat genetické pozadi nejen
familidrnich, ale i nékterych sporadickych forem, patofyziologie onemocnéni nenf stale objasnéna
a nenf zndm zadny ucinny terapeuticky postup. Na zdkladé vysledkd preklinickych modell
prokazujicich zpomaleny zanik motoneuron( diky podptrné funkci kmenovych bunék je
v poslednich letech zvazovana bunécna terapie jako potencidlni terapeutickd volba. V nékolika
transla¢nich klinickych studiich byly testovény rlizné typy kmenovych bunék, stejné jako rozlicné
aplika¢ni pfistupy. Studie se priméarné zamérily na bezpecnost aplikace a druhotné hodnotily
vliv kmenovych bunék na prébéh choroby. Zatimco se bunécna terapie ukazala jako bezpecnd,
74dna klinickd studie dosud neprokazala jeji pozitivni vliv na pribéh choroby. Clanek predklada
komentovany prehled recentnich klinickych studif s vyuzitim mezenchymalnich ¢i neurélnich
kmenovych bunék u pacientd s ALS. Z vysledkl studif vyplyva, Ze pro zhodnoceni lé¢ebného
efektu kmenovych bunék v budoucnu bude zapottebi jednak standardizovat aplikacni postupy
a urcit nejvhodnéjsich typ bunék, jednak definovat a validovat spolehlivéjsi biomarkery 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 effective 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 benefit. 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 efficacy 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.
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Uvod

Amyotroficka laterdlni sklerdza (ALS) je rychle
progredujici neurodegenerativni onemoc-
nénf dospélych, jez primarné postihuje kor-
tikalnf, bulbarni a spindlni motoneurony.
Pficinou pfedcasného umrtf je nejcastéji re-

spira¢ni selhani. Prdmérna incidence je v ev-
ropské populaci dva pfipady/100 000 obyva-
tel/rok [1]. Etiologie onemocnéni neni dosud
zcela objasnéna [2], ale v poslednich letech
narlstaji diky nové objevovanym kauzal-
nim mutacim dtkazy o genetickych pfici-

nach nejen u familidrnich, ale i u sporadic-
kych forem [3]. V histopatologickém nélezu
jsou u ~ 96 % vsech (familidrnich i sporadic-
kych) pfipadl ALS prokazovany neurondlnf
a gliové cytoplazmatické inkluze ubikviti-
novaného proteinu TDP-43, které mohou
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byt vyslednici predchazejicich patofyziolo-
gickych déjd. Tyto inkluze chybi u pfipadl
s prokdzanou mutaci genu pro superoxid
dismutdzu-1 (SODI). Mutace SODI predsta-
vuji nejrozsitenéjsi patofyziologicky i expe-
rimentalni terapeuticky model choroby, ale
reprezentuji pouze 1-2 % vsech pripad ALS.
V kontextu absence TDP-43 proteinopatie
u SODT mutaci dosud nenf objasnéno, nako-
lik Ize vystupy z téchto modell zevieobec-
nit na ostatni formy onemocnéni [5]. Nejasna
patogeneze onemocneni je tedy hlavni pfi-
¢inou chybéjici kauzalni terapie. Kromé rilu-
zolu neprokdzal zadny lécebny postup vy-
znamny vliv na prlbéh nemoci navzdory
vice nez 50 randomizovanym klinickym
studifm provedenym béhem poslednich
50 let [6]. Mezi nové zkousené lécebné po-
stupy patfi i bunécna terapie — lé¢ba kme-
novymi burikami [7].

Vétsina experimentélnich a tim padem
i translac¢nich studif se opird o hypotézu, ze
kmenové bunky (Stem Cells; SC), nej¢astéji
mezenchymalni (Mesenchymal Stem Cells;
MSC) nebo neurdini (Neural Stem Cells; NSC),
jsou schopny podpofit preZiti motoneu-
ront nékolika rznymi mechanizmy. Déje se
tak prostfednictvim sekrece rlstovych fak-
tord [8], imunomodula¢nim plsobenim na
aktivované astrocyty a mikroglii [9], diferen-
ciaci do podoby funkeni glie [10], resp. vice
zminovanymi zpUsoby soucasné [11]. Tes-
tované zpuUsoby aplikace v preklinickych
i klinickych studiich zahrnuji intraspinaini,
intratékalni, intravendzni a novéji i intramus-
kuldrnf aplikace [12].

Cilem ¢lédnku je podat komentovany pre-
hled souc¢asnych poznatkU o vysledcich bu-
nécné terapie v 1é¢bé ALS, které vyplyvaijf
z dosud provedenych klinickych studif.

Metodika a informacni zdroje

Studie byly vyhleddny v databdzi PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) po-
moci klicovych slov: ALS — amyotrophic la-
teral sclerosis — stem cells therapy - clinical
trials, v obdobi mezi lednem 2009 a lednem
2016 - studie starsiho data predstavuji bud
dil¢i kroky praci recentnich nebo testuji ob-
dobnou metodiku méné robustné. Studie
publikované v neimpaktovanych ¢asopisech
nebyly zahrnuty vzhledem k nizké metodo-
logické Urovni. Pomocfi téchto kritérii byla
nalezena pouze jedna studie, kterd splnuje
kritéria Oxford Centre for Evidence-based
Medicine [13] pro minimalnf kvalitu védec-
kého dikazu Il, zbyvajici studie odpovidaly
stupni lll a IV. Dosud bylo realizovano nej-

vice studif s vyuzitim adultnich SC vzhledem
k nejsnazsi dostupnosti téchto linii (MSC,
hematopoetické progenitory) a jejich pre-
véazné autolognimu pavodu. Zminujeme se
i o dvou metodologicky kvalitnich pracich
s intraspinalni aplikaci fetdlnich NSC, které
jsou alogenniho plvodu, a pfi jejich pouziti
je nutna imunosuprese. Studie uvadime pro
prehlednost dle aplika¢nich pristupt (tab. 1).

Systémova - intravendzni
aplikace

V roce 2010 publikovali Nefussy et al dvo-
jité zaslepenou, randomizovanou, place-
bem kontrolovanou studii s mobilizaci au-
tolognich hemopoetickych progenitord
7 kostni dfené pomoci aplikace faktoru sti-
mulujiciho granulocytarni kolonie (G-CSF)
[14]. Jako priméarni cil byl stanoven rozdil
v poklesu anamnestické skaly, kterd hod-
noti funkeni motoricky deficit (Revised ALS
Functional Rating Scale; ALSFRS-R). Mezi
sekundarni cile patfilo hodnoceni poklesu
usilovné vitaIni plicni kapacity (Forced Vital
Capacity; FVC), manudélniho testu svalové sily
dle Medical Research Council (MRQ), snizeni
amplitudy sumacniho svalového potencidlu
(Compound Muscle Action Potential; CMAP)
a hodnocenf kvality Zivota. Do studie bylo
zafazeno 35 pacientd, z toho 17 pacientd
bylo lé¢eno G-CSF a 18 placebem. Obé sku-
piny byly srovnatelné vékem, délkou trvani
choroby, pohlavim, podilem bulbérnich
a spinalnich forem a vstupnim ALSFRS-R
skore. Zvyseni poctu leukocytl a CD34+*
bunék prokazalo, Ze mobilizace autolognich
progenitord u lé¢enych pacientd byla dosta-
te¢na a Iécba byla tolerovana bez zdvaznych
nezadoucich Ucinkd. Ve srovnani primarnich
i sekundarnich cild mezi pacienty lécenych
G-CSF a placebem vsak zadny signifikantni
rozdil nalezen nebyl.

Intratékalni aplikace

V roce 2010 publikovali Karussis et al vy-
sledky studie faze | zkoumajici bezpecnost
intratékalni (i.th.) aplikace a periferni imu-
nologickou odpovéd po intravendzni (iv.)
aplikaci autolognich MSC u pacientd s ALS
a u pacientl s roztrousenou sklerézou (Mul-
tiple Sclerosis; MS) [15]. U 15 MS pacientd
a 19 ALS pacientd byla aplikace i.th. a pét
MS a devét ALS pacientl obdrzelo jesté iv.
aplikaci tretinové davky. Zhodnoceni efektu
lécby na prdbéh choroby nebylo primarnim
vystupem studie, coz odrazi i zvolenad meto-
dika — heterogennf skupina ALS pacientl dle
veku, délky trvani onemocnéni a vychoziho

ALSFRS-R, a velmi strohy rozsah uvedenych
dat - veskeré Udaje, v¢. prezentace vyvoje
ALSFRS-R pred aplikaci a po ni pouze jako
prameérné hodnoty celé skupiny s velkou siff
rozptylu. Klicové charakteristiky jednotlivych
pacientd, které se dle recentnich epidemio-
logickych studif ukazuji jako determinanty
prirozené progrese choroby [16,17], nejsou
ziejmé a velikost skupiny je ze statistického
pohledu mald. Autofi konstatuji staciondrni
ALSFRS-R po dobu 6 mésicl sledovani, coz
viak vzhledem k vyse uvedenym metodic-
kym nedostatkdm neumoznuje skute¢né
validni interpretace pfipadného efektu lécby
na prabéh onemocnéni.

V roce 2014 publikovali Kim et al vysledky
nezaslepené, nekontrolované studie cilené
na detekci potencidlnich biomarker odpo-
védi na terapii [18]. Celkem 37 pacientdm
byly ve dvou i.th. aplikacich s odstupem
1 mésice podény autologni MSC, ¢emuz
3 mésice predchdazelo a 6 mésicl nasledo-
valo hodnoceni ALSFRS-R a FVC. V pripadé
zpomaleni rychlosti progrese v ALSFRS-R do
3 mésict po aplikaci byli pacienti hodnoceni
jako respondéfi, v opa¢ném pfipadé jako
non-respondéfi na lé¢bu. Respondérl bylo
19, non-respondérd 18. Skupiny se statisticky
vyznamné nelisily vékem, trvanim choroby,
zastoupenim pohlavi ani rychlosti progrese
v ALSFRS-R 3 mésice pred aplikaci. Sest mé-
sicti po aplikaci se rychlost progrese u re-
spondér( jiz signifikantné nelisila od skupiny
non-respondérl. Dale byl zhodnocen panel
rastovych faktor( a interleukind v kulturdch
MSC u 13 respondérl a osmi non-respon-
dérl. U tif marker byla prokazana statisticky
vyznamné vyssf stfedni hladina u respon-
dérd vaci non-respondérlim, ovsem s pifilis
velkym prekryvem rozptyll na to, aby bylo
mozZno stanovit cut-off. Souhrnem Ize z vy-
sledk této studie usuzovat, ze polovina
pacientl by neméla z aplikace ani kratko-
doby benefit a pfipadny efekt Ié¢by by mohl
pretrvat nejdéle 3-6 mésicd. V roce 2015 pu-
blikovala stejnd skupina studii bezpec-
nosti opakované i.th. aplikace autolognich
MSC [19]. Sedm pacientd bylo sledovdno
dle identického designu jako v pfedchozf
praci. Zadné zévazné nezadouci Ucinky po-
zorovany nebyly. Na zdkladé svého designu
predklada studie data tykajicf se rychlosti
progrese pacientl v ALSFRS-R po aplikaci.
Tato data je ovSem nutno interpretovat obe-
zfetné. Pro ilustraci: u pacienta s dosavadnf
progres{ -0,3 bodd/mésic se rychlost po-
klesu v ALSFRS-R v tffimési¢ni preaplikacni
fazi skokové zvysila na -1 bod/mésic a zahy
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Tab. 1. Prehled klinickych studii.
Studie Typ bunék Aplikacni chet . Primarni cil Zpusob , Zavér Komentare
cesta pacientd hodnoceni
endogenni  mobilizace A ALSFRS-R Fvc,  Zadnysignifikantni dosud jedind
Nefussy et al . G-CSF/ Ly , rozdil ve sledovanych  dvojité zaslepeng,
2010 [14] hemopoet. pomod /18 ALS ucinnost svalovy test dle arametrech u lé¢enych lacebem kon-
sC iv. G-CSF MRC, CMAP, QoL P ych - placebem kon
placebo vs. placebo trolovana studie
AE, SAE, ALSFRS-R, ith. aplikace bezpecnd -
autoloant i.th./u 15 MS MR mozku a michy ~ z&dné SAE, zddné nové
Karussis et al MSC 7 kc?stnl’ podskupiny a 19 ALS; bezpednost 6 mésicl po MR léze 6 mésicy; B
2010 [15] . ith.aiv. 5MSa9ALS P aplikaci, imunitnf periferni
drené : : ; T ) L
aplikace iv. +ith. odpovéd po iv. imunosupresivni
aplikaci odpovéd
. ALSFRS-Ra FVC,  u 19 pacientd 3 mésice ‘e
) stanoveni , I . 6 mésicl po
autolognf i.th. markerd panel trofickych po aplikaci zpomalen aplikaci jiz Zadny
Kim et al . aplikace 2x faktord v kulture v ALSFRS-R, jejich . g
MSC z kostni 37 ALS terapeu- ; o . rozdil v progresi
2014 18] . s odstupem o MSC, prenos MSC signifikantné vice ) .
drené Y tické L p o . mezi respondéry
1 mésice L lidskych MSC na trofickych faktord nez )
odpovédi o . . anon-respondéry
mysi model u 18, ktefi nezpomalili
ith hodnocenf
autolognf L 8 ALS bezpecnost ~ ALSFRS-R, FVC, 1 Umrti jesté pred ALSFRS-R pred
Oh et al . aplikace 2x e ) R N S
2015 [19] MSC z kostnf s odstupem (7 ve findlnim  opakované  Appel ALS Scale,  aplikaci, jinak zadné SAE, a po aplikaci
drené . hodnocenf) ith.aplikace AE a SAE tzn. aplikace bezpecna s diskutabilnimi
1 meésice .
vysledky
autologni aplikace bezpecnd - problém
MSC modifik.  im.,ith,  2OAL>GEm ALSFRS-R, FVC, zadn€ SAE ani nezaslepené,
a6ith, . . po kombinované nekontrolované
Petrou et al k vyssi a 14 kormbi- bezpecnost MRm. biceps aolikaci U 50 % studie: pfirozend
2016 [20] sekreci kombinace . a tolerance brachii, CMAP P . N P .
S nace i.m. : - zpomaleni 6 mésict zpomalenf
neurotrof. ivaith. ) m. biceps brachii I
faktordl aith. po aplikaci progrese ALSFRS-R
0> 25 9% v ALSFRS-R nebo efekt 1é¢by?
intraspinalnf
Mazzini ot al autologni  aplikace do An%S)EESaF\rﬁchMR zdné SAE ani MR léze
MSC z kostni ~ Th4-Th6 19 ALS bezpecnost . y za 9 let sledovani, -
2012 [25] . psychologické )
drené nebo - procedura tolerovana
Th7-Tho y
nekonzistentnf
P e P porovnani vys-
autologni  intraspinalnf . Norris bulbami ~_Navzdory 2€asnym o g oy sdéic
Deda et al mononukl.  aplikace do bezpecnost S s pooperacnim umrtim .
. PV 13 ALS a spindlnf skala, ; interpretace EMG
2009 [28] SCzkostni kre¢ni michy a ucinnost hodnoceno jako . o o4
. EMG . L vysledkd, nizka
drené -2 bezpecné aplikace .y
metodologicka
Uroven studie
AE, SAE, ALSFRS-R, R
. 5 SAE nesouvisejici
MBI s aplikaci; bez akcelerace 3 drobna krvacenti
autologni . " test dle MRC, FVC, P ' I ,V P
intraspinalni : choroby po aplikaci; v mise v misté
EEIe Sy Een & aplikace do 11 ALS bezpecnost SOECTIEEEITE, eriopercné zhorseni  aplikace, dle studie
etal 2012[27] SCzkostni P P SSEPEMG,MR | Per'oP B R ,
L Th3 ’ kvality zivota — adaptacni  bez vyznamné
drené mozku a michy, . R S
s reakce; prikaz prezivani  klinické odezvy
psychologické s
- SCv mise
dotazniky
intraspi- _
nalnf apli- AE\/S?E}QL;_FF? R SAE nesouvisici s aplikac; 5z 15 pacientd
Feldmann kace L2-14 15ALS-12L, teslt svalo% P bez akcelerace choroby  nuceno ukoncit
fetdlni NSC a C3-C5, 6C,3L+C  bezpecnost ' Y dle sledovanych marker&  nebo redukovat
etal 2014 [29] ; . dynamometr, S o ) .
kombi- micha : .. poaplikaci; 3 pacientise imunosupresi pro
L el. impedancni . X )
novana imu- ! zpomalenim intoleranci
myografie
nosuprese
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Tab. 1 - pokracovani. Pfehled klinickych studii.

kortexu bilat

Studie Typ bunék Aplikacni chet . Primarni cil Zptsob , Zavér Komentare
cesta pacientd hodnoceni
AE, SAE, ALSFRS-R, Ix HZT, jinak bez SAE;
ov.testdle bez akcelerace chorob
R MRC, FVC, MR : Y
. intraspinalni . dle markerd; MR bez
Mazzini et al . : L . mozku a michy, N S
fetdlni NSC aplikace 6 pacientd  bezpecnost prakazu tumoru ¢i jiné
2015 [30] ] psycholog. do- ol
do L michy g patol; bez tézkych
tazniky a kontroly, , .
. stresovych adaptacnich
lab. testy kvality .
I reakcf
a tumorigenicity SC
[écend skupina
mtra,cer,e- dle autord bezpecny ek pomfaly
orlf 23 ALS ostup (pres 1 umrtf PIOEIFECI,
Martinezetal  autolognf aplikace (10 l6¢eno bezpecnost délka preziti, pzéh P cp>o eraci) nelécend rychle
2009 [31] MSC Zndvrtti do <eNO 5 Geinnost ALSFRS ahy Po operact; progredujic ALS;
oy 13 neléceno) delsi preziti lécené vs. o q
frontalniho zlepseni o 13 bod

AE — nezadouci reakce (Adverse Events), ALS — amyotroficka lateralni sklerdza, ALSFRS-R — revidovana skéla funkéniho hodnoceni ALS (Revised
Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rating Scale), Appel ALS Scale — Appelova skala funkéniho zhodnoceni ALS, CMAP — sumacni svalovy
akenf potencial (Compound Muscle Action Potential), HZT — hluboka Zilni trombdza, EMG — elektromyografie, FVC — usilovna vitaIni kapacita (For-
ced Vital Capacity), G-CSF — faktor stimulujici granulocytarnf kolonie (Granulocyte-Colony Stimulating Factor), MS — multiple sclerosis, MSC — me-
zenchymalni kmenové bunky (Mesenchymal Stem Cells), MR — magneticka rezonance, MRC — Medical Research Council, MSC — mezenchymové
kmenové bunky (Mesenchymal Stem Cells), Norris bulbarnf a spindlni — Norrisova $kala funkéniho zhodnoceni bulbérnich a spinalnich symptom,
NSC - neurdlni kmenové bunky (Neural Stem Cells), QoL — skéla kvality Zivota (Quality of Life), SAE — vazné nezddouci reakce (Serious Adverse
Events), SC — kmenoveé bunky (Stem Cells), SSEP — samotosenzorické evokované potencidly.

[ R e

nehodnovérné

po aplikaci se na 6 mésicli progrese zcela za-
stavila. To Ize vysvétlit bud nahlou akceleraci
choroby v preaplika¢ni fazi, nebo chybou
méreni. Identicky obraz byl u ctyf ze sedmi
pacientl, u vsech s delsim trvanim cho-
roby. Hodnoty FVC u téchto pacientd ovsem
rychlost poklesu v ALSFRS-R nekopirovaly.
Pfi zhodnoceni prdméru celého sledova-
ného obdobi (9 mésicl) byla pak u téchto
pacientd rychlost progrese v ALSFRS-R
stejnd jako pred vstupem do studie. Z toho
Ize usuzovat, Ze v tfimési¢nim obdobi k redl-
nému vyznamnému zrychleni choroby,
a tim padem ani k naslednému zpomalenf
po aplikaci pravdépodobné nedoslo a jed-
nalo se spiSe o variabilitu méfent.

V roce 2016 publikovali Petrou et al ne-
zaslepenou nekontrolovanou studii s vyu-
Zitim modifikované linie MSC se zvysenou
sekreci neurotrofickych faktor [20]. Stu-
die méla dvé faze, kdy v prvni byly auto-
logni MSC aplikovany Sesti pacientdim i.th.
a Sesti intramuskularné (i.m.), v navazujicf
druhé fazi pak dalsim 14 pacientdm kom-
binované obéma pfistupy. Primarnim cflem
studie bylo ovéfeni bezpecnosti a snasenli-
vosti é¢by, sekunddrnim cilem pak ovéfeni
Ucinku jednak pomoci zmény rychlosti pro-

grese v ALSFRS-R, jednak hodnocenim ob-
jemu svalové hmoty pomoci magnetické
rezonance (MR) a zménou poklesu ampli-
tudy CMAP z m. biceps brachii ve srovnani
pred terapif a po ni. Autofi referujf statisticky
signifikantni zpomaleni rychlosti progrese
choroby dle ALSFRS-R (p = 0,052) i v hod-
noté FVC (p < 0,04) u pacientl po ith. nebo
kombinované aplikaci. Pfes 50 % pacient(
dle predkladanych dat vykazovalo zpoma-
lenf progrese v ALSFRS-R o vice neZ 25 %
proti rychlosti pfed aplikaci, coZ je dle re-
centnfho prizkumu povaZovéano za klinicky
dostatecné vyznamnou zménu [21]. Inter-
pretace téchto vysledkl je oviem proble-
matickd nejméné ve tfech bodech. Prvnim
z nich je soubor pacientl zafazenych do stu-
die: pravdépodobné ¢i definitivni ALS dle re-
vidovanych El Escorial kriterif, tzv. klasicka
forma ALS a cas od prvnich pfiznakd méné
nez 2 roky. Pravé u pacientt s témito charak-
teristikami totiz dochazf dle analyzy pfiroze-
ného prlbéhu nemoci ve druhém roce od
diagnozy ke zpomalenf rychlosti progrese
v ALSFRS-R [17]. Problematicky je i model
srovnani pfedpokladané rychlosti progrese
vUci skutecné, po aplikaci pozorované, rych-
losti progrese v této skdle, pomoci kterého

je doklddano zpomaleni po aplikaci. Odhad
predpokladdané rychlosti vychazf totiz z pro-
sté linedrnf regrese dat Uvodnich 3 mésicl
pted aplikaci. Linedrni regrese je dle recent-
nich praci oviem zatizena vyznamnou od-
chylkou a presnéjsi odhad poskytuji expo-
nencidlni modely odhadu [16,22]. Nakonec
dle analyzy pfirozeného pribéhu u vice
nez 3 000 pacientl jich béhem Sestimésic-
niho sledovani 25 % v ALSFRS-R neprogre-
dovalo [23]. Vy$e zminéné poznatky ilustruj
potifebu placebem kontrolované, dvojité
jektivnéjsich markerd progrese. V této studii
sledovany longitudindlni pokles amplitudy
CMAP m. biceps brachii v ¢ase vykazoval dle
autorl po i.m. aplikaci statisticky nesignifi-
kantnitendenci k zpomalen{ poklesu. Ampli-
tuda CMAP ovéem neni dostate¢né valido-
vany biomarker a jeho limitaci pfedstavuje
proces pfirozené reinervace ze zachovalych
motoneuront [24]. Zména objemum. biceps
brachii po i.m. aplikaci nebyla navic dle MR
hodnoceni vyznamna proti nelécené strané.

Intraspinalni aplikace
V roce 2012 publikovali Mazzini et al sou-
hrnné vysledky devitiletého sledovani, kdy
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byly celkem 19 pacientdm intraspindlné
aplikovany autologni MSC [25]. Tyto studie
nelze nazvat transla¢ni, nebot zvifeci model
byl testovan ex post [7]. Hlavnim cilem stu-
die byla monitorace bezpecnosti a vhod-
nosti této aplikacni cesty. Pacientlim bylo po
Sestimési¢nim Uvodnim sledovani operacné
aplikovano do hrudni michy rlizné mnozstvi
autolognich MSC. Nésledoval monitoring
pomoci MR michy, klinického a psychologic-
kého zhodnoceni po 3 mésicich az do smrti
pacienta. Ve vysledku nebyly zaznamenény
7adné zavazné nezadouci Ucinky, avsak ani
zadny vyznamny klinicky pfinos z aplikace.
Zpomaleni progrese, pozorované u Sesti
pacient(, interpretuji autofi spise jako pfi-
rozeny priibéh choroby — jednalo se o nej-
mladsi z pacientd, resp. o pacienty s izolo-
vanym postizenim dolniho motoneuronu
s nejpomalejsim pribéhem choroby. Dlou-
hodobé psychologické monitorovani ro-
bustni baterii dotaznik{ ukazalo, ze majoritn{
podil na vnimané kvalité Zivota méa prede-
viim socidlni zazemi, stejné jako premor-
bidné aktivni postoj k Zivotu. To je v souladu
se zjistenim jinych studii, které hodnotily de-
terminanty kvality Zivota a adaptaci na cho-
robu ALS [26]. Ve vy3e uvedeném sledovani
se subjektivné vnimana kvalita Zivota na-
vzdory invazivni procedufe nezhorsila.

V roce 2012 publikovali Blanquer et al vy-
sledky intraspindlni aplikace autolognich
mononukledrnich bunék z kostnf drené
11 pacientlim [27]. Vysledky s aplikaci této
bunécné linie publikovali Deda et al jiz
v roce 2009. Studie ovsem méla nizkou me-
todologickou kvalitu, a proto neni v nasem
¢lanku vice komentovana [28]. Design studie
Blanquera et al byl cilen na ovéfeni bezpec-
nosti, proto byla zvolena relativné bezpec¢na
aplikace z laminektomie Th3-Th4. Aplikaci
pul roku predchazelo a 1 rok nasledovalo
robustni monitorovani klinické, spiromet-
rické, MR mozku a michy, elektrofyziologické
a psychologické kontroly v tfimési¢nich in-
tervalech. V rdmci prdmérnych hodnot
celé skupiny nedoslo po aplikaci k vyznam-
nému urychleni progrese ve spiromet-
rii a v ALSFRS-R. Psychologické hodnoceni
ukdzalo pokles kvality Zivota v obdobi po-
sledniho mésice pred aplikaci, coZ autofi in-
terpretovali jako adaptacni reakci. V poope-
racnim obdobf se pak vétsina pacientl stran
kvality Zivota stabilizovala na hodnoté, se
kterou do studie vstupovali. U Ctyf pacientd,
ktefi v dlsledku progrese nemoci zemfeli,
bylo pak provedeno histologické a histoche-
mické zhodnoceni michy. Zde autofi dokla-

daji signifikantné vétsi pocet motoneuron(
v misnich segmentech v misté aplikace proti
neaplikovanym misnim segmentldm u tff
pacientl a zéroven dlouhodobé prezivani
graftu. V zavéru této metodologicky kvalitni
studie autofi konstatuji, Ze je nutné blizsi po-
chopeni biologickych mechanizm stojicich
v pozadi bunécné terapie.

V roce 2014 publikovali Feldmanova et al
souhrnné vysledky studie na 15 pacientech
s ALS, kdy byla pacientim operac¢né z la-
minektomie za pomoci specidlniho mik-
roinjektoru intraspindlné aplikovana linie
alogennich neurdlnich progenitorl z fetaini
michy [29]. Cilem bylo zhodnotit bezpec-
nost tohoto postupu. Pacienti byli rozdéleni
do péti kohort jednak dle principu eskalace
davky (od uni- pfes bilateraIni lumbalni az ke
kombinované dvoudobé lumbalini a cervi-
kalni aplikaci), jednak dle principu eskalace
rizika (od nejvice postizenych k tém s malym
deficitem). K prevenci rejekce byla podévana
imunosuprese ve schématu jako u orgdnové
transplantace. Faze pred aplikaci a po ni byla
zhodnocena pomoci ALSFRS-R, FVC a bate-
rif dalsich biomarkerd (napf. handgrip test,
svalovy dynamometr, elektrickd impedancni
myografie). Porovnani rychlosti progrese
mélo vyloucit akceleraci progrese choroby
po aplikaci. Problematické byla udrzovaci
imunosuprese, kterou z dévodU gastrointes-
tindInf intolerance ukoncilo ¢i redukovalo
pét z 15 pacientl. Ke zrychleni progrese
choroby, dle pouZitych biomarkerd, nedo-
$lo u Zddného pacienta a u tff doslo k jejimu
zpomaleni, u jednoho dokonce k pfechod-
nému zlepseni. Dva z téchto tf pacient(
byli ve studii nejmladsi a s nejkratsim trva-
nim choroby. Efekt zpomaleni progrese cho-
roby postupné klesal s ¢asem od aplikace
a u dvou pacientl z kohorty s dvoudobym
vykonem po aplikaci do kréni michy opét
vzrostl. To autofi interpretovali jako urcitou
tendenci k pfinosu opakovaného podani,
stejné jako viceetdzové aplikace.

V roce 2015 publikovali Mazzini et al ini-
cidIni vysledky bezpecnostni studie s intra-
spinalni aplikaci fetélnich NSC Sesti imo-
bilnim pacientdm v pokrocilém stadiu
choroby [30]. Tfi pacienti obdrzeli unilate-
rélni, tfi bilaterdIni aplikaci bunék do lum-
balni intumescence, opét na principu eska-
lace davky. Byl vyuZit stejny stereotakticky
mikroinjektor jako v predeslé studii, ovsem
s redukovanym schématem imunosuprese
(pouze takrolimus, ukoncen po pal roce).
Sledovani a Skalovani probihalo kazdy mésic
po dobu 1 roku, poté kazdé 3 meésice az do

smrti. MR kontroly mozku a michy po vy-
konu probihaly ctvrtletné. Byl pouzit ro-
bustni panel testovani kvality bunék a zhod-
nocenf jejich tumorigenniho potencidlu,
v, in vivo testu na imunodeficientnich my-
sich. Kromé jedné flebotrombdzy se nevy-
skytly zavazné nezddouci reakce a zéroven
pacienti [épe tolerovali imunosupresi proti
predchozi studii. MR kontroly byly bez sig-
nifikantnich strukturdlnich zmén. Béhem
sledovani nedoslo k akceleraci progrese
choroby, vyznamny efekt |écby viak zazna-
menan nebyl. Souhrnem autofi konstatuji, ze
jejich hlavnim cilem bylo co nejvice standar-
dizovat intraspinaini postup aplikace NSC,
testovat jejich kvalitu a dale reprodukovat
metodu Feldmannové et al, se kterymi hod-
laji vytvorit multicentrickou studii.

Intracerebralni aplikace

V roce 2009 publikovali Martinez et al neza-
slepenou, nerandomizovanou studii se ste-
reotaktickou aplikaci MSC do frontalniho
kortexu [31]. Bylo porovndno 10 lé¢enych
a 13 nelécenych pacientl. Ve studii byl do-
kladan efekt Iécby tfikrat deldim prdmérnym
prezitim lé¢ené skupiny. Ovsem tato skupina
méla pred vstupem do studie dvakrat delsi
dobu trvani choroby nez kontroly, a jednalo
se tedy spise o pacienty s pomalu progredu-
jici chorobou. Tvrzeni, Ze se néktefi pacienti
po 6 mesicich od lé¢by zlepsili az 0 13 bodd
v ALSFRS-R, pUsobi nevérohodné v situadi,
kdy aplikace byla provedena pouze z jed-
noho vpichu do motorické arey kazdé strany.

Shrnuti a perspektivy

Ackoliv mnohé experimentdini prace do-
kladaji pozitivni efekt bunécné terapie na
pribéh nemoci motoneurond, dosud pub-
likované klinické studie tento efekt zatim
nepotvrzuji. Ddvodem je v prvni fadé sku-
te¢nost, Zze k tomu bud nebyly adekvatné
navrzeny — primarnim cilem studif bylo spise
hodnoceni bezpecnostilécby a zpUsobu ap-
likace nez vliv Ié¢by na pribéh nemoci, nebo
v dtsledku svych metodologickych limitaci,
jak bylo nastinéno v komentéfich k jednotli-
vym studiim. Problém translace nadéjnych
vysledkd z mysich SODT modeld do Uspés-
nych klinickych studif je obecné pozorova-
nym jevem vsech dosud testovanych Iéciv
u ALS [6,32]. Existuje nékolik faktord, kterymi
Ize tento fenomén vysvétlit. Prvnim faktorem
je, Ze v drtivé vetsiné experimentalnich studif
je lé¢ba zahdjena v presymptomatické fazi
nebo bezprostfedné po rozvoji pfiznakd [32].
Vzhledem k prdmeérné prodlevé 11 mésicd
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od prvnich symptom k diagndze [33] nelze
tuto situaci v klinickych studiich reprodu-
kovat a v kontextu rychle progredujici neu-
rodegenerace se jednd o vyrazné pokroci-
lejsi patologicky proces. Druhym faktorem,
ktery se dotykd preklinickych praci, je pu-
blika¢ni bias neboli tendence ¢astéji publi-
kovat vysledky prokazujici pozitivni ucinek
zkoumaného terapeutického postupu a na-
opak negativni vysledky nepublikovat, coz
poté zkresluje obraz poctu Uspésnych ex-
perimentélnich studii [32,34]. Tretim fakto-
rem je, Ze mnoho experimentélnich studif
nesplriuje prisné metodologické pozadavky
kladené na studie klinické v podobé zasle-
peni ¢i randomizace, coz se odrdzi v podobé
selekénich ¢i detekenich bias a podminuje
tendence k pozitivnimu nadhodnocenf vy-
sledkd [34]. Byly vypracovény standardni do-
porucené postupy, na jejichz podkladé Ize,
obdobné jako u studif klinickych, zhodnotit
metodologickou Uroven experimentdlnich
studif [35]. Poslednim faktorem, ktery mize
znesnadnit translaci vysledkd experimen-
talnich studii, je nejasna relevance vystupt
z modeld SODT mutaci pro ostatni formy
ALS [6].

Ma-li bunécnd terapie v budoucnosti pro-
kdzat svoji uc¢innost v 1é¢bé ALS, bude po-
treba splnit vice pozadavkl jesté na pre-
klinické drovni. V situaci, kdy jednotlivé
experimentdlni studie pracuji s velkym
mnozstvim rlznych bunécnych linii s odlis-
nymi vlastnostmi, konkrétné odlisnou mirou
neurotropizmu, sekrece rlstovych faktord,
imunomodula¢nich vlastnosti, nebo odlis-
nym plvodem (auto- vs. alogennf), bude
jednou z prvnich priorit identifikace tera-
peuticky nejefektivnejsiho typu bunék a na-
sledné standardizovani jeho vlastnosti [36].
Autologni MSC sice nevyZzaduji imuno-
supresi, ale jejich nevyhodou je jednak ex-
perimentédlné prokdzany vliv senescence,
tedy poklesu funkénich schopnosti MSC
s narUstajicim vékem donora [37], jednak je-
jich vyznamné horsi funkéni viastnosti v ko-
relaci s aktivitou ALS [38], resp. v ddsledku
pritomnosti kauzalni mutace [39]. Na druhé
strané pak experimentdlni studie na my3im
modelu sice prokazuji vyznamné delsi prezi-
vani instraspindlniho graftu humannich NSC
diky kombinované imunosupresi (takrolimus
a mykofenolat mofetil) [40], avsak v klinické
studii Feldmannové et al musela az tfetina
pacientl tuto terapii ukoncit ¢i vyznamné
redukovat pro intoleranci [29].

Dile je potreba definovat a standardizo-
vat aplika¢ni metody zajistujici optimalni

prinik dostate¢ného mnozstvi bunék do
viech mist postizenych patologii. Tuto pro-
blematiku ilustruji experimentalni modely
intraspinalni aplikace NSC, které sice pro-
kazuji zvyseny pocet prezivajicich moto-
neuronl v blizkosti mista aplikace, ovsem
tento efekt mizi se vzdalenosti a stejné tak
nedochazi k zddnému pozitivnimu ovliv-
néni kortikdInfho motoneuronu a descen-
dentnich drah, a tim padem ani k podstat-
nému a trvalejsimu funkénimu zlepseni [41].
Tyto experimentalni vysledky tak déle ob-
jasnuji limitovany efekt jednoetdzové in-
traspindlni aplikace v publikovanych klinic-
kych studiich. Benefit i.th. aplikace je na
technické i bezpecnostni roviné nesporny,
vysledky i.th. aplikaci (humannich) MSC
mysim modeldm ovsem svédci o velmi
omezenému priniku téchto MSC do pa-
renchymu. Pozorovany efekt na délku pre-
Ziti a zlepSeni funkenich parametrd je tak
prisuzovan nejspise jejich parakrinnimu pd-
sobenf z likvorového rezervodru a zéroven
vyzaduje opakovanou aplikaci [42]. Je vsak
nezbytné urcit vhodné intervaly opako-
vani aplikaci, stejné jako vhodné davky,
o coz se jiz pokusily nékteré experimen-
talni [42,43] a v omezené mife i klinické
prace [18,20,27].

Provedené klinické studie s intraspinalni
aplikaci SC pfindseji vétsinou dikazy o re-
lativni bezpecnosti tohoto pfistupu, dalsim
klicovym krokem se jevi standardizace jed-
nak operacnich protokold, jak ukazuji re-
centni prace Feldmannové a Mazziniové,
jednak i pooperac¢ni péce. Nadale bude
potfeba prokdzat v Sirsim rozsahu, ze sku-
te¢né nedochazi k pooperac¢ni akceleraci
choroby, ¢emuZ naopak nasvédcuji ob-
servacni studie na nepomérné vétsich sou-
borech pacientd [44]. Pro bezpec¢nost auto-
lognich kmenovych bunék v klinické aplikaci
svedci provedené metaanalyzy [45], pro hu-
manni aplikaci NSC metaanalyzy dosud
chybf a kazuistiky nasvédcujf riziku maligni
transformace u imunosuprimovanych je-
dincl [46], kterd je pravé u tohoto bunéc-
ného typu relevantni. Pro testovani bezpec-
nosti bude nutné vytvotit standardni postup
napf. dle modelu posledni studie Mazziniho
et al [30]. Hodnocenf klinického efektu tera-
biomarkery progrese nemoci a odpovédina
lécbu, které se vyhnou stavajicim limitacim
véeobecné uzivané skaly ALSFRS-R, zejména
jeji nizké senzitivité [24]. Podle novéjsich
poznatkl se jako vhodna jevf revize a dalsi
upfesnénf této skaly [47]. Panel pfipadnych

biomarker by mohl umoznit definovat
a charakterizovat pacienty odpovidajici na
lé¢bu, jak se o to pokusila jedna z referova-
nych studif [18]. Pfedbézné poznatky z cito-
vanych klinickych studif nastolujf také otazku
o pfinosu bunécné terapie v zavislosti na
délce trvani choroby a stupni klinického po-
stizeni ve smyslu hranice, po jejimz prekro-
ceni uz nelze ocekdvat vyznamny pfiznivy
lécebny efekt. Pro design budoucich klinic-
kych studif se dale jako klicové jevi detailnéjsi
stratifikace pacientl do skupin rychle a po-
malu progredujicich [22,48], napt. dle recent-
nich prognostickych modell zohlednujicich
i pfitomnost kognitivniho deficitu dysexe-
kutivniho typu jako vyznamného rizikového
faktoru rychleji progredujici formy ALS [49].
V kontextu odhadt, podle kterych je po-
treba sledovat 170 pacientl s rychle pro-
gredujici formou ALS nejméné 12 mésicU,
aby bylo mozné s dostatecnou statistickou
silou urcit 20% zpomalenf progrese dle skaly
ALSFRS-R [22], je zfejmé, Ze studie k priikazu
Ucinku terapie by meély probfhat jednak na
multicentrické Urovni k zajisténi dostatec-
ného poctu Ucastnikd, jednak nejméné rok.
Ve slozité otdzce financovani se pfi nedo-
stupnosti ¢i nedostate¢ném rozsahu stan-
dardnich grantovych prostfedkd jako viabilni
alternativa jevi napf. metoda tzv. crowdfund-
ingu [50], kterd se vyhyba etickym Uskalim
metod spojenych se spolutli¢asti pacientd
samotnych.

Seznam pouzitych zkratek

ALS - amyotrofické laterdIni skler6za (Amyotrophic
Lateral Sclerosis)

ALSFRS-R - revidovana skala funk¢niho hodnoceni ALS
(Revised Amyotrophic Lateral Sclerosis Functional Rat-
ing Scale)

CMAP - amplituda sumacniho svalového potencialu
(Compound Muscle Action Potential)

FVC - usilovna vitalnf kapacita (Forced Vital Capacity)
G-CSF - faktor stimulujici granulocytarni kolonie
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor)

MS — roztrousend skleréza (Multiple Sclerosis)

MR - magnetickd rezonance

MSC - mezenchymadlni kmenové bunky (Mesenchy-
mal Stem Cells)

NSC - neurdIni kmenové bunky (Neural Stem Cells)
SOD1 - superoxid dismutaza 1

TDP-43 - Transactive DNA binding Protein of 43 kDa length
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