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1. UVOD




Problematika kmenovych buné¢k zaznamenala v posledni dobé& velky
rozvoj. Tato bakaladfskd prace je zaméfena na popis kmenovych bunék

z hlediska biologického, medicinského a etického.

Pro pochopeni biologie kmenovych bunck piedstavoval objev
zpusobu in vitro kultivace lidskych kmenovych (hES) bunék. hES bunky

lze ziskat pii potratech nebo z embryi pfi in vitro fertilizaci (1).

ES bunky jsou nediferencované bunky na rozdil od specifickych
dospélych bunék, avSak maji schopnost se formovat v dospélé bunky.
Nediferencované ES buiiky mohou proliferovat neurcitou dobu v kultute,
proto by mohly poskytnout neomezeny zdroj specifickych, klinicky
dalezitych dospélych kmenovych bunék jako jsou kostni, svalové, jaterni

nebo krevni buniky (5).

Existuje mnoho zplsobil jak by kmenové buitky mohly byt pouzity
v zakladnim a klinickém vyzkumu. Nicméné stale je mnoho piekdzek mezi
slibem a realizaci pouZitich kmenovych bunck, které bude piekondno

pokracujicim a intenzivnim vyzkumem kmenovych bunck.

Vyznam kmenovych bunék je obrovsky, predevsim proto, Ze to jsou
bunky, které se mohou ménit na vSechny typy bunék, ze kterych se sklada
Zivy organismus, a vzbuzuji tim nad¢ji, Ze by se mohly ménit podle piani

1ékatt a slouZit pro tzv. bunécnou terapii (2).

Ve vyuziti kmenovych bunék stoji mnoho etickych piekazek.



2. EMBRYONALNI KMENOVE BUNKY




Embryonalni kmenové buiky jsou nediferencované bunky, které
mayji schopnost se formovat v dospélé kmenové buiiky. Mohou proliferovat
neur¢itou dobu v kultufe a tim poskytnout neomezeny zdroj specifickych a
klinicky dulezitych dospélych bunék (5).

2.1. Casovy piehled vyzkumu kmenovych bunék

» 1898 — 1. pokusy o oplodnéni savciho vajicka mimo télo (2).

» 1959 — 1. zprava o zviratech (kralicich) vypéstovanych in vitro
oplodnénim v USA (2).

» 1960 — Studie teratokarcinomti ve varlatech nékolika vrozenych
druhtt mysi signalizuje, ze vznikly z ES bunék. Studie stanovila
zarodecny karcinom buiiky jako druh kmenové bunky (2).

> 1968 — Edwards a Bavister — 1. oplodnéné vajicko in vitro (2).

» 1970 — Bunécné linie odvozené z embryonalniho karcinomu (EC
bunky) injikované do mySich blastocyst produkovaly chimerické
my$i. Kultivované EC bunky byly prozkoumany jako modely
embryonalniho vyvoje, ackoliv jejich sada chromozomii byla
abnormalni (2).

» 1973 — Prof. Martin Evans a jeho tym izoloval kmenové bunky
z mysi (4).

» 1978 — Luise Brown, 1. dité narozené v Anglii in vitro oplodnénim
(2).

» 1980 — Narozeni ditéte in vitro oplodnénim v Melbourne (2).



» 1981 — Evans, Kaufman a Martin odvozeni ES bunék z mysi
Z vnitini  zadrodecné hmoty blastocyst. Zavedeni kultivacnich
podminek pro rlst pluripotentnich mySich ES bunék in vitro. ES
bunky poskytly bunééné linie s normalnim diploidnim karyotypem a
tvofi derivaty vSech tfi zarodecnych vrstev stejné jako primarni
zarodecné bunky. Injikovani ES bunék do mys$i vyvolalo tvorbu
teratomu (2).

» 1981 - 1. narozené dit¢ v USA in vitro oplodnénim (2).

> 1984 — 1988 — Andrews a kolektiv vyvinuli pluripotentni geneticky
identické (klondlni) buiiky nazyvané EC buiiky z Tera — 2, buné¢na
linie z lidského teratokarcinomu varlat (2).

> 1989 — Pera a kolektiv odvodili klonalni linie lidského zarode¢ného
karcinomu bunky, které tvoii tkdné¢ ze vSech 3 primarnich
zarodecnych vrstev. Builkky vykazuji aneuploidii a jejich potencial
samovolné se diferencovat in vitro je typicky omezeny. Chovani
lidskych EC bunécnych klonii se 1i8i od mySich EC nebo ES bunék
(2).

» 1994 — Lidské blastocysty vytvorené pro reprodukéni ucely, pouzité
pro in vitro oplozeni a darované pacienty pro vyzkum jsou vytvoiena
V druhém projaderném obdobi. Vnitini bunécna hmota blastocysty je
udrZzovana v kultufe a tvofena agregaty S trofoblastovymi buikami
na periferii a ES bunkami uvnitf. Buiky udrzuji kompletni sadu
chromozomu (2).

» 1995 — Americti védci z Wisconsinu, ziskali jako prvni embryonalni
kmenové builky z makakt. Jsou diploidni a maji normalni karyotyp.
ES bunky primatt se podobaji lidskym (4).

» 1998 — Thomson a kolektiv odvodili jako prvni lidské embryonalni
builky z vnitini bunééné hmoty normalnich blastocyst, darovanych

pacienty na oplodnéni in vitro (2).
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2001 - Legalizace klonovani lidskych embryi pro ziskavani
kmenovych bun¢k ve Velké Britanii, ale blastocysty se musi znicit
do véku 14 dni (4).

2003 — ZaloZena v Britanii UK Stem Cell Bank — 1. evropska banka
kmenovych bun¢k. Linie kmenovych bunék jsou zde uchovavany
zmrazené v tekutém dusiku (4).

2003 - Védci zKing College z Londyna vytvofili prvni linii
embryonalnich kmenovych bunék (4).

2004 — Korejsti védci naklonovali 30 lidskych embryi, nechali je
dortst do stadia blastocysty a ziskali z nich klondlni buniky (4).
20.10. 2005 - V Soulu byla oteviena banka kmenovych bunék pro

vytvafeni a dodédvani novych linii kmenovych bunék (4).
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2.2. ZalozZeni linii hES bunék

Lidské embryonalni kmenové (hES) bunky jsou odvozené
z oplodnénych embryi méné neZ tyden staré. V listopadu 1998, skupina
védct Madisonské univerzity podporujici vyvoj pod vedenim J. Thomsona
stanovila 5 nezavislych linii kmenovych bunék. To bylo poprvé, kdy byly
hES buiikky uspésné izolovany a kultivovany (obr. 1). ES bunky jsou
odvozeny z embryi, které se vyvinula z vajicek, ta byla oplodnéna in vitro a
po té darovana pro vyzkumné ucely s informovanym souhlasem darcti. ES
nejsou odvozena zvajicek oplodnénych v zenském téle. Embrya, ze
kterych jsou odvozena hES bunky jsou 4-5 dnt stara a jsou nazyvana
blastocysta. Blastocysta obsahuje 3 struktury : trofoblast, blastocel a vnitini
bunécnou hmotu. Trofoblast je vrstvou bunck, kterd obklopuje blastocyst.
Blastocel je dutina uvnitt blastocysty. Vnitini bunééna hmota je skupina

piiblizné 30 bun¢k v jednom konci blastocelu (1).

Buniky péstujici v laboratofi jsou nazyvany bunécénd kultura. hES
buiikky jsou izolovdny pfenosem vnitini bunééné hmoty na laboratorni
misky, které obsahuji vyzivny bujon, znadmy jako Zivna pida. Bunky se déli
fibroblastl, kterd zajiStuje jejich kontinualni rist a expresi transkripcniho
faktoru Oct-4 (5). Po n¢kolika dnech, bunky vnitini bunééné hmoty za¢nou
proliferovat a mackaji se v misce. Po té jsou odstranény a dany do
Cerstvych péstovacich misek. Proces nahrazeni bunck je nckolikrat
opakovan po mnoho mésicti a je nazyvan subkultivace (1).

Kazdy cyklus kultivace se nazyva pasaz. Po 6 mésicich z plivodnich

30 bun¢k vnitini bunééné hmoty vytézi miliony ES bunék.
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ES bunky, které se mnozily v bunééné kultuie 6 mésicli a nebo vice
bez diferenciace jsou pluripotentni, zdaji se byt geneticky normalni a jsou

nazyvany embryonalni kmenovou bunécnou linii (1).

,’6 Stem Cell Cultivation

() In Vitro Fertilized Egg

(2) Blastocyst Stage (5-7 days old)

(8) Inner Stem Cell Mass

(@) Cultured Undifferentiated Stem Cells
(5) Specialized Cells:

a. blood celis
b. neural cells
¢. musecle cells

Obr. 1. Kultivace kmenovych bunék (6).
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2.3. Laboratorni testy k identifikaci ES bunék

V riznych fazich béhem procesu vytvafeni embryonalnich
kmenovych bunécnych linii, védci testuji, zda bunky prokazuji vlastnosti ,
které ES bunky maji mit. Tento proces se nazyva popis.

Védci, ktefi studuji hES bunky dosud nesouhlasili se standardnimi
soupravami testll, které méti zakladni vlastnosti buiiky. VE&dci potvrzuji, ze
mnoho testi, které pouzivaji nejsou dobrymi indikatory velmi dilezitych
biologickych vlastnosti a funkci bunék. Nicméné laboratote, které péstuji
lidské embryonalni kmenové bunécéné linie pouzivaji nékolik druht testh

(1). Tyto testy zahrnuiji:

» Péstovani a subkultivaci kmenovych bun¢k po mnoho mésicu.
Toto zabezpeci, Ze buiiky jsou schopné dlouhodobé samoobnovy.
Védci bunky vysSetiuji mikroskopicky, vidi, Ze bunky vypadaji
zdrav¢ a zistavaji nediferencované (1).

» Pouzivani  specifickych  technik, které wur¢i pfitomnost
povrchoveho ukazatele, ktery lze nalézt pouze na
nediferencovanych bunikach. Dalsi dilezity test je na ptfitomnost
proteinu  nazyvaného Oct-4. Oct-4 typicky produkuji
nediferencované bunky. Oct-4 je transkripcni faktor, ktery je
dtlezity pro zapnuti a vypnuti genli pro bunéénou diferenciaci a
embryonalni vyvoj (1).

» Zkoumani chromozémi mikroskopicky. Tato metoda, ukazuje,
zda jsou chromozomy né&jak poskozeny, ¢i je zménén jejich pocet.
Tato metoda neukazuje mutace v bunkach (1).

» UrCeni zda mohou byt bunky subkultivovany po zamrazeni,

rozmrazeni a vyménéni (1).
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» Testovani, zda jsou hES bunky pluripotentni:

e Dovoleni bunkam se spontanné diferencovat v kultufe.

e Manipulovani bunikkami, tak aby se diferencovaly
Vv urcité specifické bunécné typy.

e Podani bunék do imunosupresovanych mysi a testovani
na formaci benigniho tumoru, ktery se nazyva teratom
(nador, ze zarode¢nych tkani embrya). Teratomy
typicky obsahuji smé&s mnoha diferencovanych nebo
Caste¢né diferencovanych bunéénych druhi — to je
znameni, Ze ES bunky jsou schopné diferenciace do

vicendsobnych bunécénych druhti (1).
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2.4. Vlastnosti lidskych ES bunék

Lidské ES bunky se od buné¢k nizsich primatt morfologicky pfilis
nelisi. AvSak lidské a mys$i ES buniky se znaéné lisi. Jednak rychlosti riistu,
lidské ES buiiky rostou pomaleji. Populace lidskych bunék se zdvojnasobi

za 36 hodin, zatimco mysi uz za 12 hodin (5).

Hlavni rozdil je, ze se liS§i genotypem povrchového bunécného
antigenu. Lidské ES bunky exprimuji antigeny SSEA-3 a SSEA-4 (ty jsou
specifické pro vyvojové stadium 3 a 4), TRA-1-60 a TRA-1-81
(glykoproteidy s vysokou molekulovou hmotnosti) a alkalickou fosfatazu.
Naproti tomu mysi ES builkky neexprimuji SSEA-3 ani SSEA-4, ale

exprimuji SSEA-1. Funkce téchto antigenti je prozatim neznama (5).

Dalsi odlisSnost je rizny pozadavek na kultivaci in vitro pro
nediferencovany rist. MySi ES buiikky vyZaduji LIF (faktor inhibujici
leukémii), naproti tomu lidskym buitkdm samotny LIF nestaci. Lidské ES
buitky vyzaduji podptrnou vrstvu fibroblastii, pfitomnost séra nebo bFGF
(bazicky fibroblastovy podpirny faktor), v piipad¢, Zze kultivace probiha
vmédiu bez séra. Fibroblastové vrstvy jsou nutné pro zabranéni
diferenciace hES bunék. Nyni se prozkoumava moZznost udrzet

nediferencované buiiky bez podptirnych bunék (5).
Lidské ES bunky vykazuji velmi stabilni karyotypy. Tyto vlastnosti

¢ini hES buiiky vyznamnym modelem pro studium mechanisma vyvojové

biologie a pro diferenciaci bun€k pro transplantacni terapii (5).
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Dale hES bunky exprimuji vysoké hodnoty telomerdzy
(ribonukleotidprotein) , ktery dopliiuje chybéjici useky telomer na konci
chromosomti, ¢imz udrzuje jejich konstantni délku. Tim je vysvétlena

nesmrtelnost lidskych bunéénych linii (5).

Vlastnosti téchto bunék jako je normalni karyotyp a vysoké aktivita
telomerazy, maji vyznam pro studium bunééného starnuti a regeneraci

kmenovych buné¢k (5).

2.5. Diferenciace ES bunék

Dokud jsou ES buiiky v kultufe za jistych podminek, mohou ziistavat
nediferencované. Pokud jsou builkky odebrany z podplirnych vrstev a
pfesunuty do kultivacni suspenze, za¢nou se diferencovat v multicelularni
shluky — embryoidni téliska (EBs). Mezi 7 — 14 dny postdiferenciacniho
vyvoje se lidskd EBs vyviji ptes fadu stadii. Od jednoduchych podobnym
moruldm az po duta a cysticka EBs. hES burky jsou schopné v kultuie
diferencovat az na trofoblast, to prokézala syntézaa -fetoproteinu a mRNA
choriového gonadotropinu (CG) a produkce bioaktivniho CG. Tim lidské
ES bunky piedstavuji vhodny model pro studium vyvoje a funkce lidske
placenty.

hES bunky, které diferencuji v kultufe jsou schopné aktivovat expresi

genll zadanych pro kazdou ze tii zarode¢nych vrstev (5).
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Obr. 2. Diferenciace kmenovych buné¢k (1).
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2.6. Riistové faktory
Rustoveé faktory jsou biochemické slou€eniny, které ,, zapinaji ¢
geny kmenovych bunék, a ty se v dusledku toho vyvijeji v Zadouci typy
bun¢k (2).

2.6.1. Rustové faktory hematopoézy

Mohou byt produkovany tramc¢inou kostni diené, jinymi typy bunék,
které jsou nutné pro preziti, diferenciaci a proliferaci hematopoetickych
bunék.

Vroce 1987 védci publikovali pfedstavu o  plsobeni
hematopoetickych rastovych faktorti, predev§im myeloidni riistové faktory
jako IL-3, GM-CSF (granulocyte — macrophage colony stimulating factor) ,
G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) a M-CSF (macrophage
colony stimulating factor). Tyto faktory plsobi na rlznych urovnich
diferenciace a maji rizné cilové buiky. Interakce mezi riznymi faktory
udrzuji spravnou rovnovahu mezi jednotlivymi typy diferencovanych
bunék a mezi kmenovymi buikami, progenitory a termindlné
diferencovanymi bunkami. Kazdy rstovy faktor se vaZe na specifické
receptory a vazba nékterého faktoru na jeho receptor mize vést k poklesu
exprese receptoril pro ostatni riistové faktory. V tomto obdobi byly zaroven
popsany faktory s inhibi¢nim efektem na hematopoetické bunky. Cytokiny
jsou produkovany rlznymi druhy bunék a jejich ucinky se vzajemné
piekryvaji. Vytvareji komplikovanou sit’ na niZ se podili vic nez 100
ruznych cytokind, jejichZ Gcinek je zprostiedkovan specifickymi receptory

(5).
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Objev MGF (mast cell growth factor), ktery se piivodné oznacoval
jako rastovy faktor pro zirné bunky, vedl k fad€é objevii pro proliferaci
kmenovych bunék. V soucasné dobé je znam jako SCF; c-kit-ligand (stem
cell faktor nebo téz steel factor). Stimuluje proliferaci pluripotentnich
hematopoetickych bunék a zvysuje jejich citlivost na jiné hematopoetické
rastové faktory, zejména na IL-1, IL-3, IL-6.
Ma dvé formy, membranové vazanou a solubilni (chybi u myS$i kmene
Steel — proto také nazev Steel factor). Tvofi se ve stromalnich bunkach
kostni dien¢ jako fibroblasty, adipocyty a endotelové buniky (5).

Podle Schofieldovy hypotézy (1978) , kmenova buika sidli
V optimalnim mikroprostiedi, nazyvaném niche — z francouzského slova
vyklenek, okénko, uhnizdény, usazeny. Po mitotickém déleni zlstadva
uvnitt niche jen jedna kmenova builkka, druhd je nasmérovéana
k diferenciaci. Kmenova bunka uvniti niche ziskd vysokou schopnost
sebeobnovy. Vysledkem budou kmenové buiky s riiznou schopnosti

sebeobnovy a rliznym potencidlem pro diferenciaci (5).

2.6.2. Rustové faktory epidermalnich bunék

Stejné jako u hematopoézy je i1 proliferace epidermalnich bunék
fizena rOstovymi stimula¢nimi a inhibi¢nimi faktory. EGF (epidermal
growth factor) a TGF-a (transforming growth factor alfa) zSwji pocet
bunéénych generaci v kulturach lidskych keratinocytd bez zvySovani
rychlosti ristu a stimuluji lateralni migraci proliferujicich bunc¢k na okraji
expandujicich kolonii. TGF-f (transforming growth factor beta) inhibuje

proliferaci a zpusobuje zastaveni rustu v G1 fazi.
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Je znamo, Ze keratinocyty syntetizuji molekuly, které reguluji jejich vlastni
rust (napf. TGF-a a B), aze hladina exprese se mize ménit jako odpoved’

na stimuly z okoli (5).

2.7. Vyznam a potencialni vyuzZiti kmenovych bunék

Existuje mnoho zpusobti jak mohou byt kmenové buiiky pouzivany
v zdkladnim a klinickém vyzkumu. Nicméné stile je zde stdle mnoho
pifekdzek mezi slibem a realizaci pouziti. Toto bude piekonano
pokracujicim a velice intenzivnim vyzkumem kmenovych bunék (1).

Rakovina a vrozené defekty jsou dany abnormalnim bunéénym
délenim a diferenciaci. Pro pochopeni genetickych a molekuldrnich kontrol
téchto procesli, miizeme navrhnout strategii pro terapii (5).

Lidské embryonalni kmenové buiikky mohou byt pouzity pro
testovani novych 1ékiu. Napiiklad nové léky by mohly byt testované na
bezpecnost diferenciace (1).
tvofeni bunék a tkani, které je mozné pouzit pro bunéfnou terapii.
Darované organy a tkané jsou pouzivany pro nahrazeni nemocné nebo
zni¢ené tkang, avSak potieby daleko pfevazi zasoby. Kmenové buiky
nasmérované k diferenciaci do specializovanych bunéénych typl, by
nabizely moznost obnovitelného zdroje ndhradnich bun¢k a tkdni. Moznost
lé¢it nemoci jako jsou Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba,
poranéni michy, mrtvice, popaleniny, srde¢ni onemocnéni, diabetes
mellitus, artritida, revmatismus (5).

Potencialni mozZznosti muze byt vygenerovani zdravého srde¢niho
svalu vlaboratofi a po té vpraveni srdeCnich bunék do pacienta

s chronickym poSkozenim srdce. Pfedbézny vyzkum u mysi ukazuje, ze
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kmenové buiiky kostni diené transplantované do poSkozeného srdce,
mohou generovat srde¢ni buiiky a ispésSn€ opét osidlit srdecni tkan.

Dalsi studie naznacila, Ze je mozné nasmérovat diferenciaci
embryonalnich kmenovych bunék nebo dospélych kmenovych bunéck

kostni dien¢ do bun¢k srdecniho svalu (5).
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Obr. 3. Oprava srde¢niho svalu dosp&lymi kmenovymi buiikami (6).
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3. DOSPELE KMENOVE BUNKY
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3.1. Charakteristika a vyzkum dospélych kmenovych bunék

Dospéla kmenova bunka je nediferencovana. Vyskytuje se
diferencovanymi bunkami v tkdnich nebo organech. Ma& schopnost
sebeobnovy nebo se miize diferencovat do specializovanych bunécnych
druhti tkdn€ nebo orgdnt. Prvotadd role dospélych kmenovych bun¢k v
Zijicim organismu je oprava tkan¢ ve které sidli. Nékteti védci davaji
prednost nazvu somaticka kmenova bunka misto dospéla kmenova buiika.
Na rozdil od ES bunck, které maji plivod ve vnitini bunéné mase
blastocysty, pivod dospélych kmenovych buncék je ve zralych tkanich
neznamy (1).

Vyzkum dospélych kmenovych bun¢k nedavno vzbudil velké
vzruseni. V&dci nalezli dosp€lé kmenové buniky v mnoha tkanich, nez sami
ptedpokladali. Tento ndlez vedl védce k otdzce, zda by dospélé kmenove
buniky mohly byt vhodné pro transplantace. Ve skutecnosti, krev tvofena
kmenovymi buiikami kostni difené byla pouZzivana pro transplantaci po 30
let. Jist¢ druhy dospélych kmenovych bunék se zdd, ze budou mit
schopnost se diferencovat do n¢kolika riznych bunéénych druht, ale za
danych podminek. Jestlize by se mohla diferenciace bunéénych druhti fidit
Vv laboratofi, pak by se tyto buiilky mohly stat zakladem terapii mnoha
vaznych béznych nemoci (1).

Vyzkum dospélych kmenovych bunck zacal asi pied 40 lety. V roce
1960, védci objevili, ze kostni dfen obsahuje nejméné dva druhy
kmenovych buné¢k. Jedna populace, nazyvana hematopoetické kmenové
buiiky, tvofi vSechny druhy krevnich bun€k v téle. Druha populace,
nazyvana stromalni kmenové buiikky kostni dfené (mezenchymové), byla
objevena o nékolik let pozd¢ji. Stromalni buiiky jsou smiSenou bunéénou

populaci, ktera tvoii kost, chrupavku, tuk a vazivo (1).
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Také v roce 1960, védci, kteti studovali krysy, objevili dvé oblasti
mozku, které obsahuji délici se bunky, které se stavaji nervovymi.
Navzdory témto zpravam, vétSina védci vétila, Ze se nové nervové bunky
nemohou tvofit v dospélém mozku.

AZ v roce 1990, védci souhlasili s tim, ze dospély mozek obsahuje
kmenov¢ buiiky, které jsou schopné tvofit tfi hlavni bunééné druhy mozku:

» Astrocyty
» Oligodendrocyty
» Neurony

3.2. Vyskyt a funkce dospélych kmenovych bunék

Dospélé kmenové buinky byly identifikovany v mnoha tkénich a
organech. Dulezitym bodem pro pochopeni dospélych kmenovych bunék
je, ze jejich vyskyt ve tkanich nebo organech je velmi maly. Kmenové
bunky se zdrzuji ve specifickych oblastech kazdé tkané, tam kde mohou
zustavat v klidu — nedélit se po mnoho let, dokud nejsou aktivovany
onemocnénim nebo poranénim tkané. Dospélé tkané, které obsahuji
kmenové bunky jsou: mozek, kostni dfen, periferni krev, krevni cesty,
kosterni sval, klize a jaterni buniky.

Védci se vmnoha laboratofich snazi nalézt cestu pro péstovani
dospélych kmenovych bunék v kulture, manipulovani s nimi pro vytvoreni
specializovanych bunéénych druhl. Tak by mohly byt vyuZity k 1écbé
zranéni nebo onemocnéni. Naptiklad z potencidlnich oSetfeni zahrnuji
nahrazovani  dopamin  produkujich  buné¢k v mozku  pacienti
s Parkinsonovou nemoci, vyvoj inzulin produkujicich bun€k pro 1écbu
diabetu mellitu I. typu, opravu poSkozeného srde¢niho svalu po infarktu

myokardu (1).
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3.3. Testy k identifikaci dospélych kmenovych bunék

Védci pftili§ nesouhlasi s kritérii které testy by se mély pouzivat
k identifikaci a testovani dospélych kmenovych bunék. Nicméné, cCasto
pouzivaji jeden nebo vice z nasledujicich tfech metod:
» Oznaceni bunék v Zijici tkani molekularnimi markery a po té
urceni specializovanych bunécnych druhi, které tvofi tuto tkan.
» Odstranéni bun¢k z zijiciho zvifete, oznaceni bunék v bunécné
kultufe a transplantovani bunék zpét do jiného zvifete, urceni
zda buiiky znovu osidli tkan svého pivodu.
» lIzolaci buné€k, péstovani bunék v kultufe a manipulaci s nimi,
Casto pfidavanim ristovych faktori nebo ptedstavujici nové

geny, urceni jakymi bunéénymi druhy se mohou stat.

Také jednotliva dosp€ld kmenova buiika by méla byt schopna tvofit
linie geneticky identickych bunék, znamy jako klon, ktery pak dava
vzniknout vSem pfisluSnym diferencovanym bunéénym typlim. Védci
chtéji ukézat, Ze kmenova buiikka mize dat vznik klonu v bunééné kultute,
nebo, ze purifikovana populace ptisluSnych kmenovych bunék miize znovu
osidlit tkan po transplantaci do zvifete. V posledni dobé infikovanymi
dospélymi  kmenovymi builkami s virem, ktery je jednoznacny
identifikator, ke kazdé jednotlivé bunce, védci byli schopni ukazat, Ze
jednotlivé bunécéné klony dospélych kmenovych bunék maji schopnost

coy

znovu osidlit zranéné tkdné v zijicim zvite (1).
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3.4. Diferenciace dospélych kmenovych bunék

Jak jiz bylo uvedeno dospé€lé kmenové bunky se nachdzeji v mnoha
tkanich a orgdnech a vstupuji tim do normalni diferenciace, tvoii tak
specializované bunécné druhy tkané, které osidluji. Dospélé kmenové
bunky, maji schopnost tvofit specializované bunécné druhy dalSich tkani,
zndmé jako transdiferenciace nebo plasticita (1).

cey

¢ Normalni diferenciace — Vv zijicim organismu se dospélé kmenové

buniky déli a davaji vznik zralym bunénym druhlim, které maji
charakteristické struktury a funkce specializované tkané. Ptiklady
diferenciace dospélych kmenovych bun¢k:

» Hematopoetické kmenové bunky davaji vznik vSem druhim
krevnich bun€k: ¢ervené krvinky, B lymfocyty, T lymfocyty,
pfirozeni zabijeci (NK buiiky) , neutrofily, bazofily,
eosinofily, monocyty, makrofagy a desticky.

» Stromalni kmenové bunky kostni dien¢ (mezenchymové
kmenové buiiky) davaji vznik riznym druhtim bunék: kostni
buniky (osteocyty), buiikky chrupavky (chondrocyty), tukové
buniky (adipocyty) a jiné druhy spojovacich tkadnovych bunék
jako ty ve Slachach.

» Nervové kmenové bunky v mozku davaji vznik astrocytim,
oligodendrocytliim a neurontim.

» Epitelialni kmenové bunky v lemech zaZivaciho Gstroji se
vyskytuji v hlubokych zatezech a davaji vznik nékolika
bunéénym druhtim: absorbujici buiiky, poharkové buiiky,

Panethovy bunky a enteroendokrinni buniky.

-27-



» KozZni kmenové bunky se vyskytuji v zakladni vrstvé
epidermis a na spodu vlasovych folikuli. Epidermalni
kmenové bunky davaji vznik keratinocytim, které migruji

k povrchu kiize, kde tvofi ochranou vrstvu.

+ Plasticita a transdiferenciace dospélyvch kmenovvych bunék.

Plasticita je schopnost zadanych (tkanové specifickych) kmenovych
bunék zménit repertoar produkovanych bunék potomstva. Tato
zména je mozna pokud takova kmenové bunka vycestuje do nového
niche (mikroprostiedi) , které poskytne signalni molekuly vedouci
k aktivaci novych geni umoznujicich produkci nového a odlisného
potomstva (5).

Priklady plasticity:

» Hematopoetické kmenové bunky mohou diferencovat do
tti hlavnich bun&nych druht mozku, kosternich
svalovych bun¢k, bunc¢k srdecniho svalu a jaternich
bungk.

» Stromalni bunky kostni dfené¢ mohou diferencovat do:
buné€k srde¢niho svalu, a bunék kosterniho svalu.

» Kmenové buniky mozku mohou diferencovat do krevnich

bunék a do bunék kosterniho svalu.

Aktudlni vyzkum je zaméien k urovani mechanismu, ktefi tvofi
zaklad plasticity kmenovych bunék. Jestlize takové mechanismy budou
identifikovany, popsany a kontrolovany, kmenové buiiky za zralé tkané by

mohly byt vpravovany do poSkozené tkan€ a opravit ji.
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Obr. 4. Diferenciace dospélych kmenovych bunck (6).
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4. BUNECNA TERAPIE
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Kmenové buiiky, jsou bunky, které se mohou ménit na vSechny typy
bunék, ze kterych se sklada zivy organismus, a vzbuzuji tim nadé&ji, Ze by
se mohly meénit podle ptrani lékaiti a slouzit pro tzv. bunécnou terapii.
Disledky pro medicinu by mohly byt velice vyznamné, ale jejich vyuZziti
bude pifedchéazet jeSté velni intenzivni vyzkum. Pro vyuziti kmenovych
bun¢k stoji v cesté jesté mnoho praktickych 1 etickych prekazek (2).

Regenerativni medicina je novy obor, ktery zahrnuje bunécnou
terapii, vyuziti kmenovych bunék pro 1écbu nervového, kardiovaskuldrniho
systému, 1éCbu diabetu, kosti, svalii, kloubli a dalSich onemocnéni. Je to
l¢katsky smér zaméfeny na reparaci poskozenych orgdnt a tkéni Casto
s pomoci kmenovych bunék, kde je snahou nahradit poskozené a staré
bunky produkeci novych (3).

Transplantace je vneseni bunck, tkani ¢i orgdni do organismu
prijemce. Mira uspéSnosti transplantace zavisi na co nejvetsi podobnosti
mezi transplantditem a piijemcem. Podobnost nebo rozdilnost urcuji
imunokompetentni buiiky (lymfocyty) , podle povrchovych molekul MHC

(major histocompatibility complex) (5). Transplantace délime na:

» Alogenni - transplantace bungk, tkani a organt mezi jedinci
stejného zivoc¢isného druhu. Jedna se o transplantaci mezi
geneticky odliSnymi  jedinci, kterd vede k odvrzeni
transplantatu (5).

» Autologni — transplantace bun¢k, tkani a organt z jednoho
organismu zp&t stejnému jedinci. Nenavozuje imunitni

odpovéd’ a transplantat je piijat (5).
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Hlavnim problémem transplantace kmenovych bunék je pochopeni
déje GvHD (graft versus host disease) , a tim problém nastoleni

imunologickeé tolerance (5).

4.1. Vyvoj transplantacnich terapii

Nemoci, které budeme moci 1éCit transplantaci diferencovanych
derivatii ES bun¢k jsou diabetes mellitus, pii niz dochazi k destrukci beta
bun¢k Langerhansovych ostrivkll pankreatu, Parkinsonova nemoc, ta
vznika destrukci dopaminergnich neuronti v oblasti substancia nigra
sttedniho mozku. Studie na zvitfatech ukazuji, Ze bude mozné Uspesné 1¢cCit
1 fadu dalSich onemocnéni jako jsou mi$ni poranéni, Purkyfiova bunécna
degenerace, selhani jater, selhani srdce, Duchennova muskularni dystrofie,
osteogenesis imperfekta a dalsi (5).

V poslednich letech se docililo v transplantaéni 1é¢bé velkého
pokroku, avSak stale existuji prekazky v aplikaci bunécné transplantace
v rutinni 1é¢be€. Naptiklad potfeba velikych davek imunosupresiv pro
prevenci rejekce transplantdtu a nedostatek organti od mrtvych darcu.
Transplantace na bazi ES bunék by znamenala vyfeSeni problému
nedostatku bunék, protoze jejich pfisun by byl neomezeny. Problém rejekce
by se mohl vyfesit genetickou modifikaci ES bunék (5).

Prvni krok Kk uspésnému pouZivani terapie na bazi ES bunék je
dikaz, ze hES builkky maji schopnost se diferencovat v ur€ity typ bunék,
ktery bude nutné ze smiSené populace purifikovat. Pii samovolné
diferenciaci vSak vznikaji heterogenni populace bunék, které nelze pro
transplantaci pouzit. Jen vzacné vedly specifické ristové faktory nebo

kultivaéni podminky ke vzniku kultur obsahujici pouze jediny bunéény typ

).
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Druhy krok spoc¢iva v posouzeni, zda diferencované bunécné
derivaty budou fungovat fyziologickym zptusobem. To znamena, zZe
napfiiklad sekrece inzulinu v bunikdch pankreatickych ostrivkil je normalni
a odpovida hlading glukdzy (5).

Ttetim krokem bude diikaz efektivity na modelech nemoci u vétsich
zvitat. ES bunky makaka jsou vybornym preklinickym modelem pro vyvoj
transplantacnich terapii na bazi ES bun¢k a studia pro prevenci imunitni
rejekce. U makaka jsou jiz piipraveny vhodné modely Parkinsonovy
nemoci a diabetu mellitu (5).

Ctvrtym krokem se musi posoudit moznost, zda transplantace hES
bun¢k lidskym pfijemcim mize mit za nasledek tvorbu tumori
Zz odvozenych ES bun¢k. Vysledkem pak mize byt teratom nebo
teratokarcinom. Tyto tumory nejsou vétSinou metastatické a nevedou
K rychlému thynu hostitelskych zvifat. Je tfeba navrhnou metodu, ktera
nebude selhavat a kterd zabrani riistu potencidlnimu rdstu tumoru. Jakmile
bude navrzena, bude mozné testovat riizné strategie na modelu makaka

s pouzitim ES bun€k makaka a teprve po té piejit na klinické studie u lidi

(5).
4.2. Imunologicka tolerance a transplantace

Vazny problém je rejekce bunécného $tépu, ktery je odvozen z hES
bunék, zprostiedkovand imunitnim systémem piijemce. V soucasné dobé¢
jsou pristupné imunosupresivni rezimy, které brani rejekci Stépu.
Pouzivana imunosupresiva bohuzel nejsou idealni a jsou spojena s ¢etnymi
komplikacemi jako jsou zhorSené hojeni ran, vyskyt oportunnich infekci,
polékova intoxikace, kozni malignity a lymfomy oznaCované jako

posttransplanta¢ni lymfoproliferativni poruchy.
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Aby se snizila nebo eliminovala imunologicky zprostfedkovana rejekce,
mohou byt ES bunky geneticky upraveny. Potencialni metoda pro omezeni
imunitni odpovédi je snizeni imunogenicity transplantovanych bunék
homologii rekombinaci. Ta mé¢la vyfadit MHC molekuly 1. a II. tfidy
v mysSich ES bunkéch. Piesto byly kozni §t€py odvrhovany. Jinou moznosti
by bylo zavedeni genti pro imunosupresivni molekuly, jako je Fas-ligand,
do ES bunék nebo odstranéni nezbytnych imunostimulacnich proteini jako
je antigen B7 nebo CD40-ligand. Profil exprese MHC molekul u derivati
hES bunék zavisi na stupni diferenciace (5).

Specifické odstranéni bunék exprimujicich MHC antigeny =z
odvozené z ES bun€k mohou v nékterych piipadech poskytovat zna¢nou
imunologickou vyhodu ve srovnani stkanovymi transplantaty od
zemfielych lidi (5). Dalsi metodou miize byt technologie pfenosu jader.
Tato technika by mohla vést k bunkam odvozenym z ES bungk, které jsou
presnou genetickou kopii bunék piijemce. Imunitni odpovéd’ by tedy méla
byt minimalni. Technika spoc¢iva v tom, Ze se vyjme jadro ze somaticke
buiiky pacienta, ziskané tieba biopsii klize, a injikuje se do enukleovaného
oocytu. Cytoplazma oocytu méa schopnost reprogramovat diferencovana
jadra. Blastocysta, ktera vznikne z takového oocytu, bude zdrojem pro
zaloZeni nové linie hES bunék, ktera bude geneticky shodna s kazdym

genem pacienta (3).
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Obr. 6. Enukleace sav¢iho oocytu. Fixaéni pipeta (prazdnd Sipka) udrzuje

oocyt ve stabilni pozici. Enuklea¢ni pipetou (plna Sipka) odsavame
chromozomy, které se nachazeji pod prvnim poélovym téliskem (tenka
Sipka) (3).

Na zaklad¢ popsanych principii by nemél byt transplantat odmitnut,
protoZe bude pacientovym imunitnim systémem pokladan za vlastni. Pak

nebude nutna 1écba imunosupresivy (5).

4.3. Hematopoetické kmenové buiiky a imunologicka tolerance a

transplantace

Hematopoetickd kmenova bunka (HSCs) je dokonale ptizpiisobena
k produkci krevnich bunék diky své schopnosti sebeobnovy a
nesmrtelnosti. Lze je transplantovat fétu, pficemz miZeme ocekdvat, Ze
prijemci vydrZi po cely Zivot. Za druhé mohou produkovat viechny linie
krevnich buné¢k, tim umoznuji 1écit Sirokou Skalu hematopoetickych
poruch. Dnes muZzeme transplantovat pies alogenni bariéry a s nizkou
davkou bunék navodime chimerismus, kdy u pfijemce po celou dobu zivota

vedle sebe existuji dvé hematopoeticke populace (5).
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Hematopoeticky chimerismus je dalSim zpisobem prevence rejekce
transplantovanych bun&k. AvSak uspéch transplantace kostni dfen¢ nebo
hematopoetickych kmenovych bun¢k vyzaduje obecné vysokou toxickou

imunosupresy (5).

4.4. Moznosti 1é¢by nékterych onemocnéni

Perspektivnimi sméry bunécné terapie jsou: terapeutické klonovani,
embryonalni kmenové buiiky, 1écba fétu, dospélé kmenové bunky, vyuziti
humoralnich ptisobkll k usmérnéni chovani kmenovych bunék a pfipadné
genetickd modifikace kmenovych bun¢k (3). Diive se zdélo, ze by dospélé
embryonalni kmenové buiitky mohly byt jakymsi etickym kompromisem
embryondlnich kmenovych bunck, dnes vSak chapeme, Ze jednotlivé
pfistupy jsou navzijem propojeny a zodpovézeni etickych otazek se
oddaluje. Védci jiz prokazali, Ze nckteré bunécné typy, jako neurony,

svalové buiiky a beta buniky pankreatu, 1ze ziskat kultivaci ES bunék (5).

Problematika klinického vyuziti kmenovych bun€k neni zcela vyfeSena

jelikoz fada experiment neni jeSté uzaviena.

4.4.1. Reparace nervové tkané

Transplantace bunék pro nihradu neuront piedstavuje novy a
nadéjny piistup k 1é€beé progresivnich neurodegenerativnich onemocnéni.
Prvni klinicky testovanou transplantaci byla nahrada dopaminergnich
neuronil u pacientdl s Parkinsonovou nemoci (PD). Uspéch s nahradou
bunék v 1é€bé PD je zaloZen na nasledujicich ptredpokladech: symptomy
PD jsou zavislé na dysfunkci ¢i ztrat€ dopaminergnich neuront

Vv nigrostriatové draze. Transplantované dopaminergni neurony do dopamin
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deficitniho corpus striatum mohou nahradit neurony ztracené v dtsledku
nemoci a mohou zvratit symptomy nemoci. Vysledky rozsahlych
experimentélnich praci provadénych na zvifatech prokazaly terapeuticky
efekt nahrady bunck (5).

Klinické testy s transplantaci fetalnich bunék u PD se vyvijely ve dvou

fazich :

» 1987 — Zahijena série malych testl s peclivé vybranymi
pacienty. Studie poskytly, ze S§tépy mohou byt
terapeuticky efektivni.

» Zacatek 90. let — NIH (Narodni tstav zdravi) podpofil

druhou fazi. Dv¢ slepé studie pfinesly veliké zklamani.

V soucasné dobé pokraCuji oteviené studie s cilem ziskat vice
informaci. Shiraji se udaje ze 4 center (Svédsko, Francie, USA a Kanada).
Klinické zlepSeni se dostavovalo 6 — 24 mésici po transplantaci spojené
sregeneraci pohybové aktivace premotorického a suplementarniho
motorického kortexu, coz je deficit, o némz se mysli, Ze je pficinou
hypokinetickych symptomt PD. Hlavnim problémem je, ze vysledky byly
rozdilné mezi jednotlivymi centry a mezi skupinami pacientd. DalSim
problémem je, Ze publikovana klinickd zlepSeni po transplantaci mohou
pramenit bud’ ze zaujatosti vyzkumnych pracovniki, G€inkd placeba nebo
obou. Studie sponzorované NIH poukédzaly na dva problémy:
Vv transplantovanych skupinich byla pozorovana mal4d uc¢innost 1écby a
nékterych pacienti vznikla po transplantaci dyskineze. Stale jesté
nedokazeme plné vyuzit transplantace fetalnich bunék k dosazeni

zadoucich vysledku (5).
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Dalsi problémy transplantace:

> Problém dyskineze — Stépy s vy33i produkci dopaminu, by

mohly byt pfi¢inou nechténych pohybli. Dalsi zdroj
dyskineze by mohla byt nerovnomérna a nepravidelna

inervace.

» Vybér pacientii — Pacienti s leh¢i formou vykazuji ur€ity

Klinicky benefit. Mladsi pacienti by mohli mit

Z transplantace vétsi prospéch.

> Vvybér mista pro umisténi $tépu

» Standardizace piipravy bunék pro transplantaci

> Problém imunosprese

Transplantace xenoStépidi, tzn. transplantace tkdné¢ jednoho
zivo¢isného druhu jinému. Prase je povazovano za spravnou volbu
zdrojové tkané. Vyhody jsou velké vrhy mladat, potencidl pro vétsi
bunécnou migraci a rist axont v dospélém CNS. Hlavni nevyhodou jsou
rizika zoonotické infekce, rejekce xenoStépli, funkéni kapacita a

schopnosti xenostép.

Xenotransplantaty praseci nervové tkané nabizeji urcitou nadéji,
piestoze existuje mnozstvi problémi. Stale se hledaji alternativni bunécné
zdroje, v€etné mozného pouziti neurdlnich a embryondlnich kmenovych

bunék (5).
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4.4.2. Reparace svalové tkané

Primarni myopatie je charakteristickd progresivnim Ubytkem
kosterni svaloviny, ktery vede ke zhorSovani pohyblivosti. U Duchennovy

svalove dystrofie (DMD) vede k Uplné paralyze a smrti (5).

Vétsina myopatii je zplisobena mutacemi postihujici proteiny, které
tvofi supramolekuldrni spojeni mezi cytoskeletem a extracelularni matrix,
jako je dystrofin, jehoZz mutovany gen je u DMD. Pokud chybi jeden
z téchto proteinti, pak mechanicka zatéZz a kontrakce vedou Kk degeneraci
svalovych vldken. V prvni fazi nemoci se tvofi nova svalova vlakna fazi
satelitnich bunék, které jsou nositely molekularniho defektu vlaken.
Jakmile se proliferacni potencial satelitnich bunék vycerpd, kosterni
svalovina je nahrazena pojivovou tkani. Soucasna terapie DMD spociva ve
farmakologické supresi zanétlivych a imunitnich odpovédi, které maji jen
mirné a docCasné piiznivé uinky. Budouci postupy v 1é€beé spocivaji
vV bunééné a genové terapeutické technologii. Transplantace myogennich
nebo pluripotentnich kmenovych nebo progenitorovych bunék by mohla
vést ke klinickym tspéchim u pacientt s DMD nebo jinymi formami
dystrofie (5).

Béhem let se laboratofe zamétily na problémy transplantace téchto
bunék a vysledkem bylo postupné progresivni zvyseni regenerace, pieZziti a
kolonizaéni efektivity injikovanych myoblasti u mySich modela.
Myogenni bunky lze v malém poctu ziskat za svalovych biopsii, in vitro

v8ak Spatné rostou a rychle podléhaji starnuti (5).

Byla také zkoumana moznost pouzit gen MyoD pro indukci
myogenni konverze nemuskuldrnich autolognich bun¢k jako jsou kozni

fibroblasty, jejichz riistovy potencidl se u primarnich myopatii nesnizZuje.
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Fibroblasty lze ziskat z riznych zdroji (napf. ktize) , snadno se expanduji a
in vitro je lze geneticky modifikovat. Pfiklad genetick¢ modifikace je
vystaveni fibroblastl adenovirovému vektoru, ktery do jejich genomu
vnese aktivni gen pro MyoD, kultivované fibroblasty podstoupi myogenni

diferenciaci jak in vitro, tak in vivo.

Toto je alternativa pouziti k transplantaci velkych mnozstvi geneticky
modifikovanych fibroblasti  smérovanych k mytogenezi s pomoci
pfechodné exprese MyoD ex vivo. Piima im. injekce pro aplikaci
myogennich bunék piedstavuje neefektivni a nepraktickou cestu.

Alternativni feSeni je systémove zavedeni (5).

Transplantace kostni dfen¢ pro ndhradu svalll vyZaduje dalsi
testovani. Vroce 1999 experiment Gussoniho a kolektivu ukazal, Ze
transplantaci kostni diené dystrofin-deficitnim mysim, po 8 — 12 tydnech
vznikl maly pocet dystrofin-pozitivnich vlaken. Experiment pfinesl

zklamani, protoZe pocet vlaken je nedostacujici (5).

U svalové dystrofie lidi je klinicky obraz odliSny. Regeneracni
potencial svalovych satelitnich bunék se ztraci v prvnich letech pacientova
Zivota a kosterni svaly prodélavaji ireverzibilni degeneraci. Jackson a spol.
dokazali, Ze svalova tkan je zdrojem bunék schopnych dlouhodobé
hematopoetické rekonstituce pti sériové transplantaci, pticemz ve svaloving
je takovych bun¢k jesté vice nez v samotné kostni dfeni. Termin plasticita
pouzity pro tuto piilezitost, naznacuje kapacitu pluripotentnich kmenovych
bun¢k diferencovat se po alternativnich drahach v zavislosti na lokalnich
podnétech v rliznych tkanich nebo v odpovédi na specifické signaly

vysilané z mista poskozeni (5).

V soucCasné¢ dobé bohuzel neexistuji uspokojivé modely lidské

svalové dystrofie, model dystrofie u psa je pfili§ drahy a postrada
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imunologickou a molekularni vybavu. V takové situaci bylo nutné zadit
s klinickymi experimenty pfimo u lidi, zamé&fit se na vymezené a specifické
biologické otazky a vyzkousSet kapacitu bunék kostni dfené¢ pro nahradu

svalové tkan¢ na vhodném klinickém podklade¢.

Zda se, ze selekce kmenovych bunck s pozadovanymi pluripotentnimi
vlastnostmi bude ziejmé krokem k vyvoji transplantace kostni diené jako
terapie primarni dystrofie. Soucasné uzivané terapie spojené s klinickou
transplantaci kostni dfené¢ zahrnuji ozafeni a pouziti toxickych
myeloablativnich 1€kt a ptedstavuji pro prekancerdzni pacienty znacna

rizika, ktera se musi peclivé zvazit (5).

Lepsi zakladni znalosti kmenovych bunék spolu s vhodnym
postupnym vyzkumem by nakonec mohly poskytovat nastroje pro 1é€bu
svalové dystrofie bunécnou a genovou terapii. Pfikladem mutze byt infarkt
myokardu. Infarkt vede ke ztrat¢ tkané a zhorSeni srdecniho vykonu.
Resenim by mohly byt skupiny bundk kostni dfené. Nahrada mrtvych
srdeCnich bun€k zivymi by byla atraktivni alternativou, ale uskutecnéni
stale brani mnohé biologické, technicke 1 etické prekazky. PoSkozena srdce
u zvifecich modeli byla postupné transplantovana bunéénymi populacemi
od darct, o nichZ se ptfedpokladd, Zze by mohly byt potencialné vhodni pro
regeneraci. K zastupcim bunéénych populaci patii elementy kosterni
svaloviny, imortalizované bunky ze srde¢ni ptfedsiné, myocyty hladkého
svalu, buiikky kostni dfené a kardiomyocyty. Tyto bunky lze ziskat od
embrya, fétu nebo dospélého jedince. Pouziti kmenovych bunck kostni
diené k regeneraci srdce je velice piitazlivé. Za prvé jsou pluripotentni, za
druhé odbér bunék kostni diené je snadny a rutinni a za tfeti 1é€ba pacienta
buitkami ziskanymi zjeho vlastni dfen¢ eliminuje obavy, Ze tkan bude
odmitnuta. Za c¢tvrté, je zndmo, Zze preneseni dienovych buncék do jizvy

V poskozeném srdci zlepSuje srdecni €innost, jsou-li buiiky tyden predtim
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kultivovany a pak oSetfeny tak, aby indukovaly expresi svalovych proteind.
Hlavnim problémem je, Ze hlavni funkeci kostni dfené je tvorba krevnich

bunck (5).

V sou€asné dobé pro regeneraci poskozeného myokardu lze pouzit
hematopoetické a mezenchymové kmenové buniky ziskané z kostni diené.
Lidska kostni dfeni obsahuje 1 — 2 % hematopoetickych kmenovych bunék
a méné¢ nez 0,05 % mezenchymovych kmenovych bunék. Reparaci
poskozené¢ho myokardu lze navodit aplikaci autolognich svalovych bunck
nebo aplikaci nékterych cytokini SCF (stem cell factor) a G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor). Kazdd z uvedenych metod ma
svoje vyhody a nevyhody. Pii aplikaci kmenovych bunék se predpoklada
jak reparace myokardu, tak jeho revaskularizace. Pfi aplikaci svalovych
bun€k je podil revaskularizace mensi. Experimentdlni otdzkou zuistava
pouziti cytokinl. Existuji dva zplsoby aplikaci bun¢k pro reparaci

myokardu:
» Intrakoronarni katetriza¢ni technika.
» Transendokardiélni a transepikardialni technika.

Buné¢na terapie ptedstavuje novou metodu 1€cby poskozené tkané
myokardu. Prvni klinické studie poukazuji na to, Ze transplantované
autologni buiikky kostni dfen¢ mohou hrat pifi reparaci poskozeného

myokardu hlavni roli (5).
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5. KMENOVE BUNKY A ETICKE OTAZKY
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5.1. Kmenové burky a etické otazky

Problém v uZiti lidskych embryii v mediciné tkvi v tom, Ze jde o
plnohodnotny lidsky subjekt, ktery si zaslouzi uctu jako dospéla bytost.
Lidské embryo ma jiz definovanou identitu, neni tedy prostym shlukem
bunék. Lidsky plod od prvniho okamziku prod€lava celou fadu promén,
nez se stane uctyhodnou lidskou bytosti.

Clovék je za sviij Zivot schopen vyprodukovat nespodetné mnozstvi
embryi. N&ktera z nich dojdou do finéle, jina nikoliv. Takova je realita bio-
evolu¢niho byti. Toto lze pochopit, poznat a vyuzit k prospéSnym Cinlim
pro Zijici, nejen zdrave, ale predev§im nemocné (5).

Regeneracni medicina, ktera zahrnuje bunécnou terapii zkouma na
biologickém modelu potencialy embryogeneze. Snazi se o formovani, rust
tkanovych struktur, které by vedly k vytvoteni jejich nahrad ve prospéch
nemocného pacienta (3). Vyuzivd k tomu kmenové buiiky, které ziskava
riznymi zpusoby. Problémem neni finalni vyuziti kmenovych bunék, které
jsou prospeésné pacientovy, jako zjakych zdroji se kmenové bunky
ziskavaji a jakym zptsobem. Negativni reakce se vyskytuji v piipadech
vyuzivani embryi , vnichz se vyskytuji bunky s nejvétsim potencidlem
plasticity (5).

Zde se naskyta otazka: Zda kmenové buiiky ziskavat z embryi pro
1écebné ucely nebo zda pouzivat méné efektivni a prozkoumané zdroje?

ES buiky se ziskavaji nékolika cestami:
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» Uziti nadbytecnych embryi u asistovaného oplodnéni —
bézna véc.

> Dobrovolné darcovstvi spermii a vajiCele tvorba
embrya pro diferencidlni klonalni vytéZnost.

» Vyuziti jinych druhii oocytu, napt. kravské.

» lIzolace lidskych gamet pfimo z kultur hES bunék—

nova moznost.

Po odebrani bunék embryoblastu embrya zanikaji (hodiny ¢i dny).
Takové to postupy odptirci potratii odmitaji 1 kdyby Slo o dobrovolnost a
léCebnou uziteCnost. Odpiirci potratl neuzndvaji ani vyzkumné ucely.
AvSak viadé zemi je legalizovano umélé pieruseni téhotenstvi, to
umoziuje volbu rodicl, zda zplodit a vychovavat dité ¢i ne. Pti odbéru
kmenovych bun€k je tomu jinak- jde o to terapeuticky zlepsit kvalitu
zivota nemocného, ne o preruSeni zdméru mit dité (5).

Problém vyuZzivani hES bunék:

» Otazka potratl — odplrci namitaji, Ze regenerativni
medicina stoji na ni¢eni zarodkd.

» Problém vyuziti bun¢k embrya a dospélych
kmenovych bun¢k — dospélé kmenové buiky etické
otazky zcela nevyie$i, protoze aby bylo mozno
zachovat potifebny stupeni plasticity, neni mozné od
sebe odd¢lit dospélé kmenové bunky a ES bunky.

» Problém rodic¢u a jejich prdv — matka ma posledni
slovo, zda donosi plod. Nékdy vSak nastava problém
s pravy nenarozen¢ho ditéte. Redlny dopad takové
legislativy jsou nelegalni potraty. Projednavaji se i

prava otce.
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Problém ochrany vyvoje populace a populaci —
v regenerativni mediciné nejde o plozeni nové

generace, ale o zaddouci ovlivnéni Zijici generace

Problém nadbyte¢nosti gamet — Zena za svij zivot
produkuje stovky vaji¢ek, avSak vétSina z nich neni
vyuzita. Muz vyprodukuje miliardy spermib ke
zplozeni jedince je potieba jedina. Tato pfirozena
nadbytecnost by se dala v mediciné vyuZzit.

Problém financovani — danové a pravni systémy
zajistuji, aby vefejné kontrole podléhaly c¢innosti,
které je zahodno financovat a regulovat z hlediska
celku.

Problém zajmu v8ech pro zlepSeni Iécby

nevylécitelnych nemoci (5).

5.2. Etickd pravidla vyzkumu a terapeutického vyuziti kmenovych

Velke problémy se hromadi kolem otazek vyuziti lidskych embryi.

Nalezeni asistovaného oplodnéni in vitro, pfineslo i moznost ziskavat ¢asti

embryi Kk 1é¢ebnym uceltim. Dulezité je dodrzovat pravidla manipulace s

,, laboratornimi embryi “* z let 1994 — 1995.

Tyto pravidla zni:

» Zakaz vyzkumu embrya po 14 dnech jeho
stari.

» Vyloucit ty moznosti, ktera nemaji ovéieny
informovany souhlas darcu.

» Zdakaz placeni darcovstvi gamet.
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» Schvalovani v n¢kolika trovnich, pak
konec¢ny souhlas (5).
Po odbéru kmenovych bunék z embrya je embryo ur¢eno k zaniku.
Ve svéte stale stoupa moralni i odborny souhlas s takovouto procedurou,
zvlasté kdyz jde o vyvoj nad€jné a uspésné 1&Cby.
Kmenové¢ buniky jsou pfedmétem rozsahlého vyzkumu, to jak tkdné
dospélych jedinct, tak 1 tkan¢ embryonélni. V soucasné dob¢ eticky zajem

védy vzbudila moznost piipravy kmenovych bunék z lidskych embryi.

Izolace hES zahrnuje:
> Lidské embryo.
» Kultivace embrya do stadia blastocysty.
» Odebrani vnitini buné¢né masy.
» Pieneseni odebranych bun€k na podpiirnou
vrstvu fibroblasti.
» Opakované prenaseni.
— takto se ziskavaji bunécné linie, které jsou schopny trvalého déleni a
rustu (5).

Embryonalni kmenové buiiky se mohou na vhodném kultivacnim
diferencovat do tii zarode¢nych listl — toto znamenalo velky pokrok pro
1éCeni tézkych nemoci. Avsak pouziti kmenovych bunék mé 1 sva rizika,
napfiiklad vznik naddorového bujeni, ktery vede k tvorbé teratomu. Dale se
bude muset ptekonat imunologicka inkompabilita.

Predpokladaji se ti1 hlavni moznosti terapeutického klonovani:

» Prenos jadra somatické bunky do lidského oocytu —
takto by se ziskaly buiky s pozadovanou vyvojovou
potenci.

» Prenos jadra somatické buiikky do oocytu jiného

druhu.
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» Reprogramovani jadra somatické bunky cytoplazmou
kmenové buiikky — vytvofeni hybridu, ktery by mohl

slouzit jako zdroj nezralych bun¢k.

Kmenové buiiky, které se odebraly z jiz narozenych jedinct, jsou
obsazeny v pln¢ diferencovanych tkanich, ale jsou schopné se vyvinout
pouze Vv buniky dané tkané€. V posledni dobé se prokazalo, ze v riznych
tkanich existuji multipotentni kmenové buiniky. Mezi tyto tkané€ patii kostni
dren, mozek, tkdn¢ mezenchymového pivodu, pupecnikova krev — tim by

bylo terapeutické pouziti dospélych kmenovych bunék velmi reélné (5).

1. Eticky problém: Je moralné ptipustné vytvaret a pouZzivat lidska
embrya k ptipravé kmenovych bun¢k? Lidské embryo je lidsky
subjekt s definovanou identitou. I pro 1é¢ebny divod je podle cirkve
toto nemoralni ¢in.

2. Eticky problém: Je moraln¢ dovoleno provadét ve snaze o tzv.
terapeutické klonovani vyrobu lidskych embryi s cilem je nasledné
nicit pro ptipravu hES bun¢k.

3. Eticky problém: Je moraln¢ dovolené pouZzivat ES buiky a buiiky
Z nich diferencované, dodani ptipadné od jinych badatelti, nebo

dosazitelné komeréné?

19. - 20.9. 2002 se v Bruselu konala 1. Mezinarodni bioeticka

konference ,, Conceiving the embryo “* ( pochopeni embrya ).
Projednéavalo se postaveni embrya z medicinského, pravniho a etického
pohledu (5).

Vyzkum embryi ma v riznych zemich rizné legislativni podminky.
Uplny zakaz maji Irsko, Némecko, Norsko a Rakousko. Zakaz tvorby

embryi pro vyzkum maji Finsko, Lucembursko, Norsko.
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Povoleni, za Géelem diagnostiky a terapie maji Dansko, Francie,
Spanélsko. Povoleno maji Belgie, Italie, Portugalsko.
Etické otazky ES buiiky a kmenové bunky dospélé zlistavaji zatim
oteviene.
V CR vyzkum i uziti ES buné&k ovliviiuji poradni organy:
> Bioeticka komise Rady pro vyzkum a
rozvoj
> Etické komise MZ a lokalni etické
komise (5)
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6. ZAVER
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Z literarnich zdrojii jsem nastudovala problematiku kmenovych
buné¢k. Na problematiku kmenovych bunék jsem nahliZela z vice pohledt,

biologického, medicinského a etického.

Prvnim krokem pro pochopeni biologie kmenovych bunék byl objev

kultivace lidskych kmenovych bunék in vitro.

Kmenové bunky a jejich klinické pouziti v bunétné terapii bude
pfedchazet jesté mnoho piekazek, jak medicinskych, tak etickych. Hlavni
etickd piekdzka tkvi v ziskdvani hES bunék. Lidské kmenové bunky se
ziskéavaji pii potratech a pfi fertilizaci in vitro. Nékteti lidé tento zplsob
pokladaji za neeticky. DalSim problémem je legislativa. V ruznych zemich

jsou rizné legislativni podminky vyzkumu kmenovych bunék.

Regenerativni medicina, jeZ zahrnuje bunécnou terapii, je velmi

perspektivni a vyvijejici se obor.
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7. SOUHRN
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Tato bakalaiskd prace se =zabyva velmi aktudlnim tématem,
embryonalnimi kmenovymi buitikami. Embryondlni kmenové buiiky jsou

zde probrany z biologického, medicinského a etického pohledu.

Biologicky pohled na embryonalni kmenové bunky se zabyva jejich
vlastnostmi, kultivaci, laboratornimi testy, diferenciaci a potencialnim
vyuzitim. Pro srovndni je zde nastinéna problematika dospélych
kmenovych bun¢k. Jsou zde popsdny vlastnosti, vyskyt, diferenciace a

laboratorni testy.

Medicinské hledisko pojednava o velmi aktudlnim tématu, o
bunééné terapii. Reseny jsou otazky transplantace, imunologické tolerance,
rejekce transplantatu, moZnosti 1é€by nékterych onemocnéni, reparace

svalové nebo nervové tkané.

Probrany jsou etické otazky a legislativa, prekazky, které brani ve

vyzkumu a klinickém vyuziti kmenovych bunék.
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This baccalaureate work deals with very actual subject embryonic
stem cells. Embryonic stem cells are work go through from biological
medical and ethical perspective here.

Biological perspective on the embryonic stem cells deals with their
properties, cultivation, laboratory tests, differentiation and potential usage.
Work refers to problems of adult stem cells in comparison with embryonic
stem cells here. Work describes their properties, occurrence, differentiation
and labolatory tests.

Medical perspective deals about very actual subject about cell-based
therapy. Questions of transplantion, immunological tolerantion, rejection of
graft, possibilities of treatment some diseases, reparation muscular or
nervous tissues are dealt here.

Ethical questions and legislature, obstacles, are dealt here. This

obstacles defend from research and clinical usage of embryonic stem cells.
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9. SEZNAM ZKRATEK
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bFGF

CD

CG

CNS

CSF

DMD

EBs

EC

EGF
ES

G-CSF

GM-CSF

GvHD

hES

HSCs

LIF
M-CSF

MGF
MHC

bazicky fibroblastovy ristovy faktor (basic fibroblast growth
factor)

oznaceni povrchovych molekul leukocyti (cluster of
differentation)

choriogonadotropin

centralni nervovy systém (central nervous system)

faktor stimulujici tvorbu kolonii buné€k (colony stimulating
factor)

Duchennova svalova dystrofie (Duchenne muscular dystrophy)
embryoidni téliska (embryoid body)

bunééné linie odvozené z embryonalniho karcinomu
(embryonic carcinoma)

epidermalni rastovy faktor (epidermal growth factor)
pluripotentni diploidni embryonalni kmenové bunky zalozené
ptimo z jejich blastocyst (embryonic stem cells)

rustovy faktor stimulujici riist granulocytl (granulocyte colony
stimulating factor)

rustovy faktor stimulujici rast granulocytli a makrofagi
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

nemoc §tépu proti hostiteli (graft versus host disease)

lidské embryondlni kmenové buiikky (human embryonal cells)
hematopoetické kmenové bunky (hematopoetic stem cells)
interleukin

faktor inhibujici leukémii (leukemia inhibitory factor)

rustovy faktor stimulujici rist makrofagh (macrophage colony
stimulating factor)
ristovy faktor pro mastocyty (mast cell growth factor)

hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility

complex)
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NIH
NK-buiky
PD

SCF
SSEA

TGF
TRA

National Institut of Health

podskupina lymfocyttl, ptirozeni zabijeci (natural killer cells)
Parkinsonova nemoc (Parkinson’s Disease)

rustovy faktor kmenovych bunék (stem cell factor)
povrchove karbohydratové epitopy (stage-specific embryonic
antigen = antigeny, specifické pro vyvojové stadium)
transformujici rastovy faktor (transforming growth factor)

povrchové glykoproteinové epitopy
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