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Liecebné moznosti kmenovych buniek
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Transplantacia kmenovych buniek za uéelom urychlenia hojenia je ¢oraz ¢astejsie aplikovana v klinickych studiach. U niektorych pacientov
prinasa vyrazny benefit oproti Standardnej lie¢be. Napriek aplikacii tejto metédy v praxi doteraz nie st opisané vyrazné vedlajsie ucinky
a komplikacie a dosial' nam nie su jasné vsetky mechanizmy a efekty liecby. Praca sa zaobera stiicasnou uroviiou poznania a aplikacie
kmenovych buniek v lie¢be. V praci su opisané charakteristické vlastnosti kmenovych buniek a bunkovej terapie, ich funkcie, r6zne
sposoby izolacie kmenovych buniek a ich vyuzitie v réznych odvetviach mediciny.
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The use of stem cells for therapy

Transplantation of stem cells of enhancement healing is frequently used in clinical studies nowadays. It brings great benefit compare to
standard treatment in few cases. Despite of application of this method in praxis, there are not described side effects and complications.
All of the mechanism and effects of this treatment are not clear. The article describes level of knowledge and application of stem cells
in treatment. The article entertains about specific facilities of stem cells and cell therapy, their function, different ways of isolation and

their use in different fields of medicine.

Key words: stem cells, cell therapy, regeneration.

Uvod

[udské telo tvorf priblizne 35 bilibnov (35 x
10") buniek. Na to, aby taky organizmus mohol
vykondvat vsetky svoje funkcie, musia byt jed-
notlivé bunky vysokospecializované (13). Mnohé
Specializované bunky v priebehu vyvoja stratili
schopnost delit sa a dizka ich Zivota sa vyraz-
ne skratila. Tato hranica bunkového delenia je
znama ako tzv. Hayflickov limit. Aby sa zacho-
vala struktura a funkcie tkaniv skladajucich sa
z buniek s limitujdcim bunkovym delenim, je
zasadné stratené bunky nahradit. Tuto ulohu
plnia kmenové bunky (10).

Kmenové bunky

Kmeriové bunky su definované ako primarne
nediferencované bunky schopné sebaobnovy
a diferencidcie na iny, Specializovanejsi typ buniek
(12). Tato schopnost umoznuije telu vytvorit nové
bunky, a nahradit tak Specializované tkaniva (6).
Zmena diferencia¢ného potencidlu kmenovej
bunky moéZe nastat, ked kmeriova bunka opus-
ti svoje pévodné ,niché” a usidli sa v novom
,niché” iného tkaniva. V fom sa pod vplyvom
novych signalnych molekdl méze zmenit osud
kmenovej bunky natolko, Ze za¢ne produkovat
odlisné potomstvo. Podla schopnosti kmenovych
buniek vytvérat rézne druhy bunkovych Iinif ich
hierarchicky rozdelujeme na bunky totipotent-
né, pluripotentné, multipotentné a unipotentné
bunky. Ludské pluripotentné kmernové bunky
ako biologické zdroje maju potencidl na bunkovu
terapiu, a tieZ na ,regenerativnu medicinu” (8).

Funkcie kmenovych buniek
Kmenové bunky v mnohobunkovom orga-

nizme vykonavaju rad zdsadnych funkcif:

B v priebehu vyvoja su Uplne prvymi bunkami;

B podnecuju vznik zdkladov jednotlivych or-
ganov;

B kmenové bunky su zodpovedné za udrza-
nie struktdry tkaniv ako klicové reguldtory
tkanivovej homeostazy;

B v pripade poranenia tkaniv su kmenové bun-
ky zodpovedné za regeneraciu (hojenie)
tkaniv.

Zdroj kmenovych buniek

Z hladiska odberu sa kmenové bunky cha-
rakterizuju ako embryondlne, fetdlne a dospelé
kmenové bunky. Kmeriové bunky mozno ziskat
viacerymi spésobmi. Z tkaniv plodu, placenty,
plodovych obalov a amniovej tekutiny sa odo-
beraju fetdine kmeniové bunky, ktoré maji mul-
tipotentny charakter. Dospelé kmeriové bunky
sa izoluju z tkaniv dospelého jedinca a mézu
z nich vznikat obmedzené linie terminalnych
tkanivovych buniek.

Embryonalne kmenové bunky (ESCs) su
pluripotentné, sebaobnovujuce sa bunky deri-
vované z vnutornej masy in vitro oplodnenych
embryi. ESCs sa daju uloZit vo forme nediferen-
covanych bunkovych linifa mézu byt indukova-
né na diferenciaciu na akukolvek bunkovt Iiniu.

Ludska placenta, pupocnik a pupocnikova
krv su zdrojom, z ktorého mézu byt jednoducho
ziskané hematopoetické kmerové bunky, ako aj

Slov. chir, 2015; ro¢. 12(2): 51-53

pluripotentné mezenchymalne kmenové bunky
(13,14, 15).

Mezenchymalne kmenové bunky (MSCs),
tieZz zndme ako multipotentné mezenchymadl-
ne stromdlne bunky, st podskupinou buniek,
ktoré sa nachadzaju hlavne v kostnej dreni (BM
—MSCs) alebo dospelych tkanivach (19). Na roz-
diel od amniélnych alebo placentdrnych MSCs,
je ziskavanie kmeniovych buniek z kostnej drene
invazivne a technicky, ale aj finan¢ne néro¢nejsie
(20).

Metody izolacie kmenovych buniek

Neexistuje standardny protokol, podla kto-
rého mozno kmenové bunky izolovat a charak-
terizovat z dospelych tkaniv. Kazdé laboratérium
pouziva svoje vlastné protokoly na izolaciu kme-
novych buniek. Medzindrodna spoloc¢nost pre
bunkovu terapiu — The International Society for
Cellular Therapy (ISCT) v roku 2006 predpisala
standardy na definiciu udskych mezenchymo-
vych kmeriovych buniek (MSCs). Viac ako 95 %
kmerniovych buniek ma povrchovy antigén:
CD105, CD73,CD90 a < 2 % CD45, CD34, CD14/
CD11b, CD79a/CD19 a HLADR. Dalej sa asociuju
s povrchovymi antigénmi ako CD44, CD133,
CD49a, LNGFR, CD10, CD13, BMPRIA, STRO-1
antigénova molekula a adhezivnymi molekulami
VCAM-1, ALCAM, ICAM-1, CD29 (2).

Historicky boli prvé kmeriové bunky izo-
lované z mysi (v roku 1981); fudské sa podarilo
ziskat az v roku 1998. Viyber metddy izolacie
zavisi od zdroja a typu buniek, a tieZ od veku
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darcu buniek. Rad metdd vyuZiva priamu izola-
ciu kmenovych buniek eliminaciou nechcenych
diferencovanych buniek v bunkovej suspenzii.
Eliminovat diferencované bunky je mozné po-
mocou protildtok proti Specifickym markerom
diferencovanych buniek, tie ndsledne odsepa-
rujeme pomocou feromagnetickych nanocastic
(imunomagnetickd separacia). Dalsou meto-
dou je lyza diferencovanych buniek pomocou
faktorov komplementu — zo suspenzie buniek
odoberieme faktory, ktoré podporuju prezivanie
diferencovanych buniek, popripade si zvolime
také kultivacné pody, ze ich povrch neumozni
adhéziu buniek. Tieto metddy su ¢asto kombi-
nované s postupmi zameranymi na stimulaciu
proliferacie kmeriovych buniek (napriklad po-
mocou mitogénnych rastovych faktorov), ¢im
sa kmeriové bunky udrzuju pri kultivacii v nedi-
ferencovanom stave (16). Pretoze niektoré Speci-
fické markery kmenovych buniek sa uz podarilo
identifikovat, je mozné vyuzit na izolaciu tychto
buniek odpovedajucich protilatok, napriklad pri
metdde FACS (fluorescence-activated cell sorting
— triedenie buniek pomocou fluorescencie). Na
izolaciu kmernovych buniek sa tieZ pouZivaju
ich $pecidlne fyzikdlne vlastnosti, ako napriklad
velky nukleocytoplazmaticky pomer (pomer
bunkového jadra voci cytoplazme). Zaujimavym
pristupom, ako separovat frakciu kmenovych
buniek ako vedlajsiu populaciu (side population
- SP bunky) je vyuzitie ich schopnosti vylucovat
farbivo. Uplne novou metddou je transfekcia
cielovej bunky génom koédujucim pluripotent-
ny transkrip¢ny faktor, ktord slizi na produkciu
tzv.indukovanych pluripotentnych kmerovych
buniek (iPS) (4).

Spodsob aplikacie kmenovych
buniek

Specializované bunky su v tkanivach ulozené
spolu s medzibunkovou hmotou (extraceluldrna
matrix), ktord je zlozena z polysacharidov a pro-
teinov produkovanych bunkamia poskytuje im
mechanickd podporu. Pomocou adhéznych
receptorov dochédza k interakcii medzi bunkami
a medzibunkovou hmotou a prostrednictvom
dalsich molekul a réznych procesov spolu bunky
komunikuju (lokdlne, ale aj na vacsie vzdiale-
nosti). S tymito skuto¢nostami treba pri vacsi-
ne zdsahov tkanivového inZinierstva pocitat,
a spravne izolované, kultivované a pripadne aj
modifikované kmenové bunky sa preto musia
aplikovat do spravneho prostredia. Migraciu,
diferenciciu a rast kmenovych buniek pritom
ovplyvnuju rézne faktory. Okrem typu kmerio-
vych buniek a pripadného nosica je to vplyv

okolitého tkaniva, ako aj lokalne a systémové
rastové faktory (Blau HM, 2001).

V novo sa rozvijajucom odvetvi regenerativ-
nej mediciny hra dolezitu ulohu tkanivové inzi-
nierstvo, ktoré na podklade znalosti biologickej
Struktury a vlastnosti jednotlivych tkanfv studuje
a vyvija materidly réznych vlastnosti, ktoré slizia
ako podporné matrice, nosice a kostry buducich
transplantovanych tkaniv a orgdnov a tieto mate-
ridly spaja s kmenovymi bunkami. Trojrozmerny
nosic¢, oznacovany ako ,lesenie” (scaffold) zaistu-
je nasadenym kmernovym bunkam docasnu ale-
bo trvalt podporu na ich migraciu, rast a spros-
tredkuje stimuly na ndsledné bunkové pochody,
napriklad na diferencidciu kmerovych buniek na
zrelé tkaniva. Nosi¢e musia mat urcité vlastnosti,
ako je lahka spracovatelnost do pozadovaného
tvaru, stabilita, odolnost, a nesmu byt pre or-
ganizmus toxické. Idedlny materidl by mal byt
biokompatibilny, mal by podporovat bunkovu
interakciu a obnovu tkaniva a mal by vykazovat
mechanické a fyzikdlne vlastnosti buduiceho
tkaniva. Kultivacia, rozmnozovanie a pripadné
vyzrievanie kmerovych buniek nasadenych na
nosice prebieha bud v bioreaktore, v organiz-
me, alebo v naslednosti v oboch prostrediach.
Nosi¢e modzu byt pripravené z réznych mate-
ridlov biologického alebo syntetického pévodu.
Pripravuju sa bud z nativnych tkaniv (kolagén,
fibrin, kyselina hyalurénové, hydrogén, citosan,
alginat), z acelularnej tkanivovej matrix, ktora
obsahuje medzibunkovd hmotu pévodného
tkaniva zbavenu vietkych buniek (napriklad sub-
mukdza mocového mechura alebo tenkého cre-
va), alebo sa vyrabaju zo syntetickych polymérov
(kyselina polyglykolova, kyselina polymliecna,
kyselina polykaprolaktonova), réznych synte-
tickych nanomateridlov, ako aj z anorganickych
l&tok (hydroxyapatit, kalciumfosfat). Mozna je
aj kombiné&cia prirodnych a syntetickych ma-
teridlov (Levenberg S., 2003; Placzek MR.; 2009).

Mechanizmus Gcinku kmenovych
buniek

Kmeriové bunky alebo progenitorové bunky
su pritahované do rany signdlmi vychadzajuci-
mi z miesta poranenia. Zistilo sa, Ze prostredie,
v ktorom su umiestnené kmerové bunky (teda
pocet buniek, sposob aplikacie, koncentracia kys-
Ifka), ovplyvruje expresiu povrchovych recepto-
rov kmenovych buniek, ktoré odpovedaju na
signaly na migraciu. Cerstvo izolované kmeriové
bunky maju vyssiu schopnost uchytenia sa v ci-
elovom tkanive pri porovnan('s ich kdpiami zmno-
Zenymi v kultdrach (23). Zistilo sa v3ak, ze pokial
st kmenové bunky umiestnené v koktaile z cyto-
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kinov, kmenové bunky vykazuju expresiu CXCRA4.
Vystavenie kmenovych buniek hypoxickym pod-
mienkam tak tieZ zvysuje expresiu CXCR4 a CX3
chemokinového receptora 1 (CX3CR1), ¢o vedie
k zvysenej migracii. Kmernové bunky pestované
v hypoxickych podmienkach aktivuju signalnu
cestu, pri¢om sa udrzuje aj ich Zivotaschopnost
a pocet bunkovych cyklov (25). Expresia CXCR4 sa
dd zvysit aj retrovirusovou expresiou, prenosom
mMRNA alebo pridanim cytokinu TNF-alfa (21).

Terapia kmenovymi bunkami
Bunkova terapia, terapia kmernovymi bunka-
mi, predstavuje vyznamny pokrok pre medicinu
(16). Kmenové bunky su vybavené unikatny-
mi vlastnostami — schopnostou sebaobnovy
a diferenciécie (7), ktoré z nich robia atraktivne
bunky, ,kandiddtov" na liecbu doposial nelieci-
telnych ochoreni, ako su Parkinsonova choroba
(15), demyelinizacné poruchy (napriklad sclerosis
multiplex), Duchennova svalova dystrofia a cely
rad dalich frekventovanych a zavaznych choréb,
ako je infarkt myokardu, diabetes mellitus, au-
toimunitné ochorenia, ochorenia pecene (3).

Vyhody BT:

1. nie je toxicka,

2. transplantaciu staci uskutocnit jednordzovo
bez opakovania celého procesy,

3. transplantované bunky si dokdzu osvojit
fenotyp odpovedajuci cielovému tkanivy,

4. bunkova terapia moZe byt uskutocnena
i bez detailnej znalosti vsetkych mechaniz-
mov, ktoré riadia proliferdciu i diferenciaciu
transplantovanych buniek.

Vzhladom na to, Ze kmenové bunky su bio-
logickym vychodiskom vsetkych somatickych
Struktdr, mozno ich perspektivne vyuzit vo
vietkych orgédnovych systémoch a vo vietkych
odboroch mediciny:

B transplantdcia kmeriovych buniek krvo-
tvorby je uz dlhodobo vyznamnou a ne-
oddelitelnou sucastou lie¢by mnohych
hematologickych malignit (leukémia, my-
elodysplasticky syndrém, Hodgkinova cho-
roba, non-Hodgkinovské lymféomy, myelém,
aplastickd anémia, primdrna polycytémia);

v klinickych $tudidch sa aplikovali mezen-
chymové kmenoveé bunky u pacientov so
zlyhanim pecene. Modula¢né cytokiny
produkované tymito bunkami dokdzu inhi-
bovat proliferdciu buniek imunitného systé-
mu a ich migraciu do pecene, ¢im blokuju
apoptdézu hepatocytov. Kmerové bunky
navyse prispievaju k regresii pecenovej fib-
rézy a k proliferacii hepatocytov (9);



B povzbudivé vysledky sa dosiahlii v experi-
mente pri ndhradach dutych orgdnov uro-
genitdlneho systému pouZitim transplantatu
z aceluldrnej kolagénovej matrix ziskanej
z ludského mocového mechdra, na ktoru
sa nasadili kmenové bunky (1);

B techniky prenosu koznych transplantdtov
a vyuZivanie xenotransplantatov su uz de-
satrocia sucastou popaleninovej chirurgie.
Sucasny vyskum sa zameriava na vyuzitie
kmenovych buniek, hlavne pri prenose au-
totransplantatov pri rozsiahlych popaleni-
nach (11);

B v ortopédii ponuka tkanivové inZinierstvo
cely rad moznosti. In vitro vytvorené tkaniva
zahthaju kosti, chrupavky, mandibularny kib,
menisky, svaly, slachy a vazy (14).

V blizkej buducnosti sa planuje ich vyuzitie
na farmakologické ucely a vo farmakologickom
vyskume. Kmeriové bunky maju hlavné atrib-
Uty na rozvoj bunkovych testov v oblasti lieciv
a toxikoldgie (8).

Zaver

Kmenové bunky vdaka ich charakteristickym
vlastnostiam maju popredné miesto v regene-
ra¢nej medicine, ukazuju na to aj prvé klinické
studie ich vyuzitia na lie¢bu degenerativnych
ochoreni. Popredné miesto maju mezenchymo-
vé kmerové bunky. Nachadzaju sa v organizme
po cely Zivot, postupne sa vsak ich pocet znizuje.
Ich vyhodou je, Ze sa relativne jednoducho daju
ziskat, dokdZzeme ich mnofZit v laboratérnych

podmienkach. Viyznacuju sa tieZ pozoruhodnou
plasticitou a schopnostou diferencovat sa na
$pecializované bunky. Problematika studia a apli-
kacie kmernovych buniek je napriek mnohym
Uspechom vsak este stdle na zaciatku svojho
vyvoja. Tak ako pri kazdej inej lieCbe, aj v pripade
liecby kmemovymi bunkami musi byt bezpecno-
st a terapeutickd ucinnost ich aplikacie overend
v predklinickych a klinickych $tudidch. No ich
postavenie v rdmci liec¢by je uz teraz nezame-
nitefné a velmi vyznamné.
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