PERSPEKTIVY BUNECNE TERAPIE
V OFTALMOLOGI| , )
2. POTENCIAL KMENOVYCH BUNEK
PRO LECBU ONEMOCNENI SITNICE

SOUHRN

Onemocnéni sitnice predstavuji rozsahlou skupinu dédi¢nych i ziskanych chorob, které ¢asto
vedou az ke ztraté zraku. V soucasné dobé neexistuje ucinna terapie degenerace sitnice, pro-
to je u mnoha onemocnéni pouzivana pouze podplrna terapie. Perspektivu Iécby onemoc-
néni sitnice predstavuje bunécna terapie zaloZzena na vyuZziti kmenovych bunék. Vhodnymi
kandidaty mezi kmenovymi burikami jsou mezenchymalni kmenové bunky, které kromé svych
schopnosti diferenciace v bunky sitnice maji i protektivni vliv a schopnost imunomodulace.
Klicova slova: onemocnéni sitnice, terapie, kmenové buriky, mezenchymdalni kmenové buriky

SUMMARY

PERSPECTIVES OF THE CELL THERAPY IN OPHTHALMOLOGY. 2. THE
POTENTIAL OF STEM CELLS FORTHE RETINALDISEASES TREATMENT
Retinal diseases represent a large group of hereditary and acquired diseases that often lead
to loss of vision. There is currently no effective treatment of retinal degeneration, only sup-
portive therapy is used for treating numerous diseases. Perspective treatment of retinal di-
seases represent a cell therapy using stem cells. Suitable candidates for the stem cell therapy
are mesenchymal stem cells due to their differentiating properties, protective effect and also
immunomodulation.
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uvoD

Sitnice je jednou z nejdulezitéjsich ¢asti naseho oka, jejiz
hlavni funkci je snimani a predzpracovavani prichazejicich
svételnych signall. Je sloZena z deseti vrstev rozdilnych bu-
nék, které spolu neustale vzajemné komunikuji a predavaji
si signaly. Prvni vrstvou uloZenou nejdale od dopadajiciho
svétla jsou epitelialni pigmentové bunky (EPB), dale na-
sleduje vrstva tvorena fotoreceptory — tycinkami a cipky,
zevni ohranicujici membrana, zevni jadrova vrstva, zevni
plexiformni vrstva, vnitfni jddrova vrstva sloZend z bipo-
larnich, horizontalnich a amakrinnich bunék, dale vnitfni
plexiformni vrstva, vrstva gangliovych bunék, vrstva axona
gangliovych bunék a nervovych viaken a nakonec vnitrni
ohranicujici membrdana. Poskozeni kterékoliv z téchto vrs-
tev vede k poruseni funkce a homeostazy celé sitnice, coz
v mnoha ptipadech zplsobi zhorseni vidéni az slepotu (1).
V soucasné dobé neexistuje Gcinnd moznost l1éCby degene-
race sitnice, podavana léciva pouze zpomaluji rozvoj dege-
nerativnich onemocnéni. Jistou nadéji pro lIé¢bu onemoc-
néni sitnice poskytuje bunécna terapie zalozena na aplikaci
kmenovych bunék. Pro bunécnou terapii prichdzeji v Gva-
hu tfi typy kmenovych bunék: embryonalni kmenové bun-
ky (ESC) ziskdvané z blastocysty embrya, kmenové buriky
izolované z tkani dospélého organismu a tzv. indukované
pluripotentni kmenové buriky (iPSC) pfipravované labora-
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torné vnesenim specifickych gend do somatickych bunék
dospélého organismu.

Kmenové burky a terapie

Nejcastéji poskozenymi bufikami sitnice jsou fotorecepto-
ry, EPB a gangliové buriky. Idedlnim feSenim by byla jejich
nahrada zdravymi bufikami a ndsledné obnoveni interakci
mezi jednotlivymi vrstvami. Perspektivu pro buné¢nou te-
rapii onemocnéni sitnice predstavuji kmenové bunky, které
by nahradily konkrétni chybéjici ¢i poSkozeny bunécny typ.

Embryonalni kmenové bunky

ESC jsou pluripotentni bunky schopné se vyvijet v jakyko-
liv bunécény typ dospélého organismu. Jejich nevyhodou je
Casty nekontrolovatelny rlst, moZznost tvorby teratom0 v or-
ganismu, jejich pouZiti také limituji etické problémy spojené
s jejich plvodem a pfipravou (1, 4).

Indukované pluripotentni kmenové buriky

Nadéjnéjsim kandiddtem pro bunéénou terapii se proto
ukdzaly iPSC, které jsou uméle pfipravovany ze somatickych
bunék dospélého organismu pomoci vneseni gent pro tran-
skripéni faktory Oct4, Sox2, KIf4, cMyc. Takto modifikova-
né somatické bunky ziskdvaji vlastnosti bunék kmenovych
a schopnost se diferencovat do vSech zarodecnych linii, ten-
to proces je nazyvan reprogramace. Tyto kmenové burky
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prinesly velkou nadéji v moznosti pripravy bunék daného je-
dince s naslednym autolognim pouzitim v terapii. Ukazalo se
vsak, Ze vlivem vneseni genl pro transkripcni faktory maze
v reprogramovanych burikach dojit k ovlivnéni exprese i ji-
nych gend. Bylo pozorovano, Ze pouziti takto modifikova-
nych bunék pfi jejich autologni transplantaci vedlo k aktivaci
imunitniho systému. PouZziti iPSC omezuji také problémy
s neuplnou reprogramaci bunék a s moznosti prenosu cizich
genl pomoci virovych vektor(. Ukazuje se také, ze iPSC mo-
hou vytvaret v organismu teratomy podobné jako ESC (21).

Kmenové buriky dospélého organismu

Z vyse uvedenych divodu se jako nejvhodnéjsi typ pro bu-
nécnou terapii onemocnéni sitnice jevi kmenové bunky izo-
lované z tkani dospélého organismu, kam mizZeme zaradit
napriklad hematopoetické kmenové burnky, kmenové bunky
vyskytujici se specificky v jednotlivych tkanich nebo mezen-
chymalni kmenové bunky (MSC). MSC mohou byt transplan-
tovany bez genetické modifikace, jsou schopné migrovat do
mista poskozeni a diferencovat se na radu rlznych bunéc-
nych typu, véetné bunék sitnice. Doposud nebyla zjisténa
tvorba teratomdi po jejich transplantaci do organismu. MSC
byly prokazany prakticky ve vsech tkanich mezodermalniho
plvodu a nejcastéji jsou izolovany z kostni dfené nebo tuko-
vé tkané (1, 19). Cetné studie jiz potvrdily vhodnost pouZiti
MSC v |éCbé poskozeni rohovky (7, 11).

Protektivni efekt MSC

Kmenové buriky mohou zprostredkovat terapeuticky efekt
jednak primou diferenciaci v bunky postizené tkané nebo
produkci fady rlistovych a trofickych faktor(. Parakrinni pUso-
beni kmenovych bunék ovliviiuje prostiedi poskozené tkané,
chrani ji a aktivuje opravné mechanismy. MSC inhibuji Skod-
livou zanétlivou reakci v misté poskozeni a produkuji mimo
jiné i neurotrofické faktory jako mozkovy neurotroficky fak-
tor (BDNF), cilidrni neurotroficky faktor (CNTF), neurotroficky
faktor z glialni linie (GDNF) nebo bazicky fibroblastovy ristovy
faktor (bFGF). U mnoha onemocnéni spojenych s poskozenim
sitnice bylo prokdzano zvysené prezivani bunék pfri plisobe-
ni neurotrofickych faktord produkovanych MSC (19). Jednim
ze soucasnych smérl vyzkumu je proto snaha o bezpecny

Tab. 1 Typické znaky jednotlivych bunék sitnice

Typické znaky

Pax-6
Nediferencované progenitorové buriky e

RPE65
Epitelidlni pigmentové burik Bestrofin
’ P Y CRALBP

Cytokeratin 8

Rodopsin
Fotoreceptory Rekoverin
CRX
Chx10
Bipolarni bunk
LB L Protein kindza C-a
Gangliové buriky Thy-1
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a efektivni zplsob dopravy neuroprotektivnich bunék do mis-
ta poskozeni tkané a zajisténi dlouhodobé produkce neuro-
trofickych faktord v misté poskozeni (3).

Imunomodulaéni vlastnosti MSC

Kromé protektivniho plisobeni maji MSC i schopnost imu-
nomodulace, potlacuji aktivaci a funkce bunék pfirozené
i adaptivni imunity a podporuji presmyk imunitni odpoveédi
na protizanétlivou (15). Na burky imunitniho systému mo-
hou MSC pusobit jak mezibunéénym kontaktem, tak pomoci
solubilnich imunomodulacnich molekul jako jsou napfiklad
indolamin dioxygenaza (17), oxid dusnaty (22), prostaglan-
din E2 (6), transformujici rlstovy faktor-p (23) a dalsi.

Diferenciace MSC in vitro

Bylo prokazano, ze MSC jsou kromé osteogenni, chondro-
genni a adipogenni diferenciace schopné také diferencovat
na bunky exprimujici znaky bunék sitnice. U MSC izolova-
nych ze spojivky byla zjisténa po kultivaci na nanovlaken-
nych nosi¢ich za pouziti taurinu exprese znakd typickych
pro fotoreceptory a bipolarni bunky (18) (tabulka 1). Dife-
renciace MSC potkana na bunky exprimujici typické znaky
fotoreceptor( byla prokazana i po pouziti taurinu, aktivinu
A a epidermalniho ristového faktoru (14).

Kromé diferenciace v bunky se znaky fotoreceptort jsou
MSC schopné diferenciace také na EPB a exprimovat znaky
typické pro tyto sitnicové buriky jako jsou naptiklad bestro-
fin nebo RPE65 (24) (tabulka 1). Exprese znakl specifickych
pro EPB byla zjisténa také u lidskych MSC kultivovanych spo-
lu s izolovanymi lidskymi EPB (10, 16). Podobné vysledky
byly popsany i u MSC potkana, u kterych byla diferenciace
na EPB navozena kultivaénimi podminkami pripominajicimi
vyvoj téchto bunék v rdmci sitnice (8). Tyto pokusy ukazuji
potencial MSC diferencovat v bunky sitnice a tak podporuji
perspektivu vyuziti MSC v I1éCbé sitnicovych onemocnéni.

Onemocnéni sitnice

Onemocnéni sitnice patfi mezi velmi zdvazna a casto ve-
douci aZ ke ztraté zraku. V soucasné dobé jsou pouzivané me-
tody terapie velmi invazivni a spojené se zavaznymi vedlejsi-
mi ucinky, u mnoha onemocnéni sitnice navic existuje pouze
podplrna terapie, ktera se snazi zmirnit disledky onemoc-
néni. MSC proto predstavuji svymi diferenciacnimi, protektiv-
nimi i imunomodulaénimi vlastnostmi perspektivni kandidaty
pro bunécnou terapii zatim nelécitelnych onemocnéni sitnice.

Dédi¢na onemocnéni sitnice

Mezi nejcastéjsi dédicnd onemocnéni sitnice patfi retinitis
pigmentosa (RP). Toto onemocnéni zahrnuje fadu genetic-
kych poruch, u kterych dochazi k poskozeni a naslednému
odumirani tyCinek. V pozdéjsi fazi se vyskytuje také degrada-
ce Cipkd a EPB vedouci k celkové slepoté. V soucasné dobé
neexistuje Uspésna lécba této nemoci (19). V experimen-
talnim modelu chemicky navozené RP bylo zjisténo, Ze po
subretindlnim podani se tyto bunky nachazi ve vnéjsi vrstvé
sitnice a diferencuji se zde na bunky exprimujici znaky EPB
a fotoreceptord (9) (tabulka 1). Jini autofi potvrdili prodlou-
Zené prezivani fotoreceptorl po transplantaci MSC izolova-
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nych z kostni dfené na modelu mysi s vyfazenym genem pro
rodopsin. MSC se integrovaly nejen do vrstvy EPB, ale také
do neuralnich a gliovych vrstev sitnice. Dalezitym faktorem
v tomto pripadé byla hlavné produkce neurotrofickych fak-
tor( aplikovanymi MSC (2). V soucasné dobé bézi tfi klinic-
ké studie na vyuZziti MSC pri |écbé RP, které jsou zamérené
napriklad na vybér nejvhodnéjsiho zpUsobu aplikace bunék
a bezpecnost pouziti MSC (19).

Dalsim dédicnym onemocnénim je Stargardtova choroba,
ktera je nejcastéjSim onemocnénim sitnice objevujicim se jiz
v nizkém véku. Pfi tomto onemocnéni odumiraji EPB vzhle-
dem k ukladani lipofuscinu, coz vede také k degradaci foto-
receptord v oblasti makuly a ztraté centralniho vidéni (4).
Na experimentalnim modelu laboratorniho potkana bylo
pozorovano, ze jiz 2 tydny po subretinalni aplikaci MSC doslo
k jejich integraci do sitnice a formovani bunék exprimujici
znaky fotoreceptott (14) (tab. 1).

Ischemicka onemocnéni sitnice

Diabeticka retinopatie (DR) je onemocnéni sitnice, pfi kte-
rém je poskozeno jeji cévni zasobeni a v pokrocilém stadiu
muZe vést aZ k nevratné ztraté zraku, DR postihuje az 60 %
pacientU s diabetes mellitus. V pocatecni fazi dochazi k zesla-
bovani stén cév s tvorbou mikroaneuryzmat v jejich sténach.
Nedostatecné okysliceni bunék zplsobuje odumirani bunék
endotelu a pericyt(, vznika vaskularni okluze, ktera zabranuje
dostatecnému vyzivovani a v dlisledku toho zde dochazi k hy-
poxii aZ ischemii. Tento proces je navic doprovazen produkci
angiogenniho faktoru a tvorbou novych cév. U nové vzniklych
cév dochazi k rupturam a krvaceni do sklivce, coZ spolecné
s tvorbou fibrdznich jizev vede k porucham vidéni a ve finalni
formé k oslepnuti. V soucasné dobé je k |écbé vyuzivana in-
travitredlni aplikace kortikoid(, laserova fotokoagulace nebo
vitreoktomie. Tyto metody jsou vsak velmi invazivni a jsou
spojeny se zavaznymi komplikacemi (3).

Na modelu diabetu u laboratorniho potkana bylo ukazano,
Ze po intravendzni aplikaci MSC se tyto buriky dostaly do posko-
zené sitnice a diferencovaly se zde na bunky astrocyt( a burky
exprimujici rodopsin. Soucasné bylo touto skupinou prokaza-
no, Zze MSC redukovaly hladinu glukdzy v krvi a obnovily poru-
Senou bariéru mezi krvi a sitnici (25). Podobné vysledky byly
zjistény po aplikaci lidskych tukovych MSC do sklivce u potka-
na s navozenim diabetu. Po aplikaci byly MSC nalezeny hlavné
v okoli cév sitnice, kde doslo k potlaceni exprese zanétlivych
znakU a zvySenému prezivani bunék sitnice (20).

Ostatni onemocnéni sitnice

Nejcastéjsi pricinou poruch vidéni a slepoty nejen u nas je
vékem podminéna makularni degenerace (VPMD), ktera se
vyskytuje u pacientd starSich 50 let. Postihuje fotoreceptory
a vrstvu EPB v misté makuly, coZ vede ke ztraté centralniho
vidéni. VPMD se vyskytuje v suché (atrofické) a vlhké
(exsudativni) podobé. U suché formy se ukladaji amorfni
deposita do sitnice, coZ vede k degradaci EPB. Vlhka forma
neovaskularizaci, kde nasledna hemoragie a fibr6za mohou
zpUsobit poskozeni makuly. U obou typl onemocnéni je
zaznamenano poskozeni fotoreceptord, zatimco vnitini ¢ast
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sitnice z(stava zachovana bez poskozeni. Tyto patologie
naznacuji, Ze potencialni terapii by mohlo byt nahrazeni
poskozenych bunék. V soucasné dobé je vlhkd forma
|éCena fotodynamickou terapii a také blokaci vaskularniho
endotelidlniho rdstového faktoru, pro suchou formu
nyni neexistuje zadna efektivni 1éc¢ba (3, 4). Na modelu
degenerace sitnice u laboratorniho potkan bylo ukdazano,
Ze subretindlné podané MSC nahradily pigmentové burky
a obnovily integritu jednotlivych vrstev sitnice (5).

Glaukomy jsou skupinou chronickych degenerativnich
onemocnéni, dochazi u nich k pomalé progresivni degeneraci
gangliovych bunék sitnice, coz vede az k nevratné ztraté
zraku. V soucasné dobé je |écba zamérena pouze na snizeni
nitroocniho tlaku a zpomaleni postupu onemocnéni.
Nové terapie navrhuji aplikovat chybéjici neurotrofické
faktory jako BDNF, GDNF nebo CNTF (13). Pro dosazeni
pozadovaného efektu je ale potfeba jejich opakované
aplikace, proto by bylo vhodnéjsim resenim podani MSC
produkujicich tyto faktory pfimo do mista poskozeni. Studie
na experimentalnim modelu glaukomu ukazaly, Ze po
injekénim podani MSC do sklivce dochazi v misté poskozeni
k produkci chybéjicich neurotrofickych faktor(, coz ma za
disledek snizené odumirani gangliovych bunék v sitnici.
Nebyla zde ale prokdzana schopnost MSC se diferencovat
a exprimovat znaky typické pro bunky sitnice (12, 26) (tab. 1).
Prvni klinicka studie vyuzivajici MSC z kostni diené pri [éCbé
glaukomu zacala v roce 2013 (19).

Mechanické poskozeni sitnice

Sitnice mlze byt poskozena také mechanicky pti Urazu
nebo pfi vniknuti ciziho télesa do oka. Obvykle pfi jejim
zhmozdéni vznikd otok, ktery brzy bez nasledk(i odezni.
Pokud je ovSsem poranéna pfimo Zlutad skvrna, mize dojit
k odchlipnuti sitnice a zhorSenému vidéni. DalSim zplsobem
poskozeni sitnice je prfimé plsobeni ultrafialového zareni,
které zplsobuje degeneraci a apoptézu fotoreceptori
vedouci k nevratné ztraté zraku. V experimentalnim modelu
svételnym zarenim poskozené sitnice u laboratorniho
potkana bylo ukdzano, Ze subretinalni transplantace MSC
izolovanych z kostni dfené potlacila apoptdzu fotoreceptora
a zmirnila nasledky poskozeni sitnice (27). V misté aplikace
MSC byla zjiSténa exprese bFGF a BDNF, které mély
protektivni vliv na poskozené bunky a podporovaly jejich
regeneraci. Nebyla zde vsak prokazana diferenciace MSC na
fotoreceptory nebo jiné buriky sitnice (27).

ZAVER

MSC se vzhledem ke svym vlastnostem ukazuji byt velmi
vhodnymi kandidaty pro bunécnou terapii u onemocnéni
sitnice. Stale ale z(stava mnoho nevyjasnénych otazek, kte-
ré je potreba podrobnéji prostudovat pred jejich klinickym
vyuzitim. Doposud nejsou objasnény vsechny mechanismy
ucinku MSC v misté poskozeni, schopnost MSC preZivat
a diferencovat se in vivo, ¢i moznost propojeni jednotlivych
bunék a znovu obnoveni celé integrity sitnice. Zasadni roli
mzZe hrat i mnozstvi aplikovanych MSC a s tim spojeny vy-
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bér jejich nejvhodnéjsi a nejbezpecnéjsi aplikace. Pro celko-
vé objasnéni dané problematiky musi byt provedeny dalsi

experimentalni a preklinické studie.
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