PERSPEKTIVY BUNECNE TERAPIE
V OFTALMOLOGII )
1. VYUZITI KMENOVYCH BUNEK
V REGENERACI POSKOZENEHO
POVRCHU OKA

SOUHRN

Ptirozenou obnovu rohovkového epitelu zajistuje populace limbélnich kmenovych bunék
(LSC), které se nachazeji v bazalni ¢asti limbalniho epitelu. Pokud je zdroj LSC poskozen nebo
nefunkéni, dochazi k deficitu LSC a k chronickym zanéttim, zjizveni a konjunktivizaci rohovky.
Terapie mUZe spocivat v transplantaci limbalni tkané, laboratorné kultivovanych limbalnich
epitelld ¢i nové i v transplantaci vhodnych autolognich bunék véetné mezenchymalnich kme-
novych bunék, bunék epitelu oralni sliznice nebo kmenovych bunék vlasového folikulu. Velké-
ho pokroku bylo dosazeno nejen v oblasti vyzkumu vhodnych bunéénych typa, ale i ve vyvoji
vyhovujicich nosi¢l pro prenos a rdst bunék na poskozenou rohovku.
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SUMMARY

PERSPECTIVES OF THE CELL THERAPY IN OPHTHALMOLOGY

1. THE APPLICATION OF STEM CELLS IN THE REGENERATION

OF DAMAGED SURFACE OF THE EYE

Regeneration of corneal epithelium is secured by a population of limbal stem cells (LSC),
which are located in the basal part of the limbal epithelium. Deficiency in LSC leads to chronic
inflammation, scarring and conjunctivization of cornea. Therapy of LSC deficiency consists in
transplantation of limbal tissue, cultivated limbal epithelium or more recently in tranplantati-
on of autologous cells including mesenchymal stem cells, oral mucosal epithelial cells or hair
follicle-derived stem cells. A significant progress has been achieved in the field of cell therapy
and also in the development of convenient scaffolds for the growth and transfer of cells on
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uvoD

Zrak je nasim nejduleZitéjSim smyslovym orgdnem, je-
hoZ prostfednictvim ziskavame pfiblizné 4/5 vsech infor-
maci o svém okoli. Povrch oka je chranén rohovkou, kterd
zprostfedkovava prenos svételnych paprskd na sitnici.
Snizeni prihlednosti rohovky v ddsledku poskozeni nebo
onemocnéni mliZe vést ke zhorSeni zraku a v krajnich pfi-
padech az k uplné slepoté. Regenerace rohovky a obnova
rohovkového epitelu proto byly a jsou pfedmétem inten-
zivniho studia, v némz jsou hledany predevsim terapeu-
tické postupy, které by nabizely alternativu k transplan-
taci rohovky nebo limbalnich $tépd. Takovou alternativu
mUzZe predstavovat obnova rohovkového epitelu pomoci
transplantace rlznych typl kmenovych bunék. Ty mo-
hou byt casto ziskdny pfimo od postizeného pacienta
jako autologni buriky, ¢imZ odpadaji komplikace spojené
s pouzitim alogenniho materidlu, kdy je sou¢asné nutno
aplikovat imunosupresivni l1é¢bu spojenou s ¢astymi ne-
zadoucimi vedlejsSimi ucinky.
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Kmenové buriky

Kmenové bunky predstavuji populaci nediferencovanych
bunék, mezi jejichz vlastnosti patfi pomaly bunécny cyklus,
vysoka proliferacni schopnost nasledkem aktivace, schop-
nost neomezeného bunécného déleni a zaroven schopnost
davat vznik alespon jednomu typu vysoce specializovanych
dcefinych bunék. Mezi kmenovymi burikami a termindlné
diferencovanymi burikami obvykle existuji i mezistupné, pfi-
¢emz tyto bunky jiz mohou proliferovat a diferencovat pou-
ze v omezené mire (22).

Kmenové bunky lze rozdélit na embryonalni kmenové
buriky a kmenové buriky z dospélého organizmu. Samostat-
né kategorie pak tvori kmenové bunky z pupecnikové krve
novorozence a indukované pluripotentni kmenové bunky,
které jsou pripravovany experimentdlné vnesenim sady spe-
cifickych genl do somatickych bunék.

Limbalni kmenové buriky a obnova rohovkového epitelu

Rohovka je jako povrchova struktura oka neustdle vysta-
vovana rliznym vliviim vnéjsiho prostredi véetné vysychani,
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infekci a rizika posSkozeni mechanického ¢i chemického cha-
rakteru.

Neustdlou obnovu rohovkového epitelu zajistuje popula-
ce limbalnich kmenovych bunék (LSC) sidlicich v bazalni vrst-
vé limbalniho epitelu ve strukture zvané Vogtovy palisady.
Tato struktura poskytuje LSC unikatni mikroprostredi zajis-
tujici jejich ochranu pfed nezadoucimi vlivy prostfedi, Skod-
livym UV zafenim a pritomné cévni zasobeni zaroven prinasi
potrebné Ziviny a podpulrné faktory. LSC se vyznacuji poma-
lym bunécnym cyklem a vysokou proliferacni schopnosti, jiz
Ize vyvolat jako reakci na poskozeni rohovky. JelikoZz nebyl
doposud nalezen jedinecny znak, ktery by byl exprimovan
pouze populaci LSC, vyuZiva se nejCastéji k jejich charakte-
rizaci kombinace znak( asociovanych s kmenovymi burika-
mi jako je transkripcni faktor p63, receptorovy protein Lgr5
a membranovy transportér ABCG2 (ATP-binding cassette
transporter group 2 protein). Soucasné musi byt vylouceny
buniky nesouci diferenciacni znaky asociované s rohovko-
vym epitelem, mezi néz patfi keratiny 3 a 12 (4). Nékterych
znakU charakteristickych pro populaci LSC, jako je mala veli-
kost a pfitomnost transportéru ABCG2, se vyuZiva pfi jejich
izolaci pomoci centrifugace na hustotnim gradientu nebo na
zakladé efluxu fluorescencni barvy Hoechst 33342 (14).

LSC tedy zajistuji pfirozenou obnovu rohovkového epite-
lu a kompenzuji tak drobna poskozeni rohovky v dlsledku
jejiho kazdodenniho vystaveni vlivim vnéjsiho prostredi.
Problém vsak nastava v okamzZiku, kdy dojde k rozsahlejSimu
poskozeni povrchu oka zasahujicimu i limbalni oblast, cozZ
mUze v nékterych pripadech vést aZ k deficitu LSC, a tudiz
zasadnimu naruseni procesu obnovy rohovkového epitelu.

Deficit LSC a jeho lécba

Deficit LSC mizZe mit celou fadu pficin, které Ize rozdélit do
dvou zakladnich skupin, a to na primarni a ziskané. Do prv-
ni skupiny patfi naptiklad aniridie a vicenasobny endokrinni
deficit. Ziskana onemocnéni jsou vice Castd a zahrnuji na-
priklad ocni pemphigoid, Stevens-Johnsontv syndrom nebo
opakované ocni operace. DalSimi pri¢inami pak mohou byt
i mikrobialni infekce, chronické alergie nebo poleptani ro-
hovky v disledku neopatrné manipulaci s Ziravymi latkami
¢i rozsahlejsi mechanicka poskozeni.

Dalezitymi kritérii pro mozZnosti léCby a pripadnou progno-
zu je pak predevsim to, zda je poskozeni ¢i onemocnéni oka
jednostranné ¢i oboustranné a dale zda je deficit LSC ¢astec-
ny nebo uplny. Deficit LSC pak vede k naruseni sebeobnovy
rohovky, chronickym zanétlim a nakonec k jejimu zjizveni
a konjunktivizaci.

Jednou z moznosti pfi l1écbé celkového jednostranného
deficitu LSC je transplantace ¢asti limbalni tkané ze zdravé-
ho oka pacienta. Nevyhodou tohoto pfistupu je riziko ziska-
ného deficitu LSC v plivodné zdravém darcovském oku jako
nasledek odbéru limbalniho transplantatu. Prvni rozsahlejsi
studii vyuZzivajici tento pfistup byla roku 1989 prace Kenyon
a kol., v niz bylo l1é¢eno 26 pacientd trpicich deficitem LSC
zplUsobenym predevsim chemickym nebo tepelnym posko-
zenim. Lécba zahrnovala prenos 2 kusu limbalni tkané z ne-
poskozeného nebo alespon méné poskozeného oka pacien-
ta. Pacienti byli sledovani déle nez rok a pual a u vice nez
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poloviny doslo ke zlepseni zraku, rychlejsimu hojeni, absenci
epitelidlnich defekt(, k zastaveni nebo dokonce Ustupu neo-
vaskularizace rohovky a cytologie potvrdila obnoveni rohov-
kového epitelidlniho fenotypu (13).

Alternativu k transplantaci celé limbalni tkané predstavu-
je transplantace laboratorné kultivovanych limbalnich bunék
pfipravenych z velmi malé limbalni biopsie. Prvni studii vyuZzi-
vajici tento pristup byla prace Pellegrini a kol. z roku 1997, sle-
dujici u dvou pacientl s poleptanym povrchem oka moznost
obnovy poskozené rohovky pomoci autologni epitelidlni vrst-
vy ziskané sériovou kultivaci limbalnich bunék z malé limbalni
biopsie o velikosti 1 mm? ze zdravého oka. Po transplantaci
utvorily limbalni buniky u obou pacientli kompaktni vrstvu
rohovkového epitelu a doslo k stabilni obnové rohovkového
epitelu pretrvavajici i 2 roky po transplantaci (17).

Celosvétové bylo od roku 1997 provedeno jiZz vice nez
1000 transplantaci kultivovanych limbalnich epitel(. Hlav-
nim kritériem pri hodnoceni Uspésnosti |éCby je pritomnost
stabilniho povrchu bez rohovkové vaskularizace a konjunk-
tivizace. Souhrnna analyza 18 praci, v rdmci nichZ bylo lé-
¢eno bezmadla 600 pacientt, ukazala, Ze transplantace epi-
telu kultivovaného z limbalni biopsie na amniové membra-
né je ucinnym zplsobem lécby u pacientl s deficitem LSC.
V pfiblizné 60 % ptipadl doslo ke zlepseni vidéni, pficemz
Uspésnost |écby nezavisela na tom, zda se jednalo o tkan
autologni ¢i alogenni. Pfi hodnoceni bezpecnosti Iécby bylo
zjisténo, Ze vétsina vedlejsich ucinkl této terapie byla pouze
prechodna (24).

Kultivace a prenos LSC pro terapii deficitu LSC

PFi ziskavani a kultivaci LSC se vyuZiva dvou hlavnich stra-
tegii. Prvnim pfistupem je explantatova technika, pti niz je
kultivovana celd limbalni biopsie. Pfi druhé jsou jednotlivé
LSC vyizolovany z limbalni tkdné pomoci enzymatické diges-
ce. Kultivace takto ziskanych bunék vsak obvykle vyzaduje
pouziti Zivnych vrstev, jako jsou inaktivované fibroblasty. Pro
podporu expanze a udrzeni LSC v kulture se také casto vyu-
Zivd amniova membrana, ktera nasledné slouzi i jako nosic¢
kmenovych bunék pti transplantaci na povrch oka.

Amniova membrana je od pocatku 20. stoleti pouzivana
pfi lé¢bé popdlenin kize. V oftalmologii je jiz dlouhou dobu
vyuzivana pri lécbé spojivkovych defektl a v 90. letech doslo
k rozsireni jejiho poufZiti i na oblast rohovky. Hlavnimi divody
jsou jeji protizanétlivé a antimikrobialni ucinky spolu s nizkou
imunogenitou. Amniova membrana ma schopnost redukovat
zanétlivou odpovéd a zjizveni povrchu oka po jeho poskozeni,
zaroven podporuje reepitelizaci diky pritomnosti rlstovych
faktor( a svym antimikrobialnim vlastnostem (6).

V poslednich letech byla ve snaze usnadnit prenos LSC pfi
|éCbé ocnich defektl vyvinuta rada novych biokompatibil-
nich materidld vcetné fibrinového gelu (16), kolagenovych
nosica (3), hydrogell tvorenych smési chitosanu s kolage-
nem nebo elastinem (8), prihledné vrstvy vlasového kerati-
nu (5), rznych forem kontaktnich coc¢ek nesoucich kmeno-
vé bunky (1) nebo rdznych typ nanovldkennych nosicl (23,
9, 2) pripravenych nejcastéji z pfirodnich polymerd, jako je
chitosan a kolagen, nebo ze syntetickych polymerd, jako je
polyamid nebo polyvinylalkohol.
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Dalsi typy bunék vyuzivané pf¥i lIécbé deficitu LSC
Alternativu k transplantaci autolognich LSC, kterou nelze
pouzit napriklad u oboustranného deficitu LSC, predsta-
vuji terapeutické pristupy vyuZzivajici jiné typy kmenovych
bunék. Ty mohou byt ziskdny pfimo z organismu pacienta,
namnozeny v tkanovych kulturdch a pouzity jako autologni
bunky pro regeneraci poskozené rohovky. Povzbudivych vy-
sledkl bylo dosaZzeno zejména pfi pouZziti mezenchymalnich
kmenovych bunék (MSC), bunék epitelu oralni sliznice nebo
kmenovych bunék vlasového folikulu. V souvislosti s rege-
neraci a reparaci rohovkového epitelu jsou v soucasnosti
nejintenzivnéji studovany pravé MSC. Nékteré terapeutické
pristupy pro lécbu deficitu LSC jsou ukazany na obr. 1.

Transplantace
&asti limbalni tkané

Transplantace 4 ngs
/ kultivovanych LSC .
DEFICIT eratin 32
LsC
CD44*
CD90*
CD105*
kultivovanych MSC Sﬁ@ el

Transplantace

Transplantace
kultivované oraini
slizniéni vrstvy

Obr. 1 Mozné terapeutické pristupy pfilécbé deficitu LSC. Pi lécbé
deficitu LSC mohou byt transplantovany ¢asti limbaini tkané nebo
laboratorné kultivované LSC, MSC ¢i oralni slizni¢ni vrstva

Mezenchymalni kmenové buriky

MSC jsou pouzivany predevsim pro svou pomérné snadnou
dostupnost, moznost jejich namnoZeni v tkanovych kultu-
rach, schopnost diferenciace v epitelialni buriky a pro jejich
imunomodulaéni vlastnosti umoznujici potlaceni nezadouci
zanétlivé imunitni odpovédi v poskozené rohovce (9, 2).

MSC byly poprvé popsany roku 1966 v praci Friedenstein
a kol., ukazujici pritomnost bunék s osteogennim poten-
cidlem v suspenzi ziskané z kostni dfené. Od té doby byla
pritomnost MSC prokazana v celé radé organl a tkani, ale
mezi nejCastéji pouzivané zdroje téchto bunék stale patfi
kostni dren a v poslednich letech i tukova tkan a pupecniko-
va krev. Béhem kultivace in vitro se MSC vyznacuji vieteno-
vitym tvarem a adherenci k podkladu. Stejné jako u LSC, ani
pro MSC nebyl doposud nalezen znak, ktery by byl unikatni
pouze pro tuto populaci. Mohou vsak byt charakterizovany
kombinaci exprese pozitivnich znak(i mezi nez patfi moleku-
ly CD44, CD90 a CD105, a naopak neptitomnosti leukocy-
tarnich znakd CD34 nebo CDA45. Zaroven by burky nesouci
tyto znaky mély byt schopné diferencovat v adipocyty, oste-
ocyty a chondrocyty. Diferenciacni potencial MSC je vsak ve
skute¢nosti mnohem rozsahlejsi a zahrnuje schopnost dife-
rencovat v bunky tvorici mezodermalni tkané a rovnéz tran-
sdiferencovat v burky tvofici entodermalni a ektodermalni
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tkané. MSC navic disponuji rozsahlymi imunomodulacnimi
vlastnostmi ovliviiujicimi pfirozenou i adaptivni slozku imu-
nitniho sytému (21, 20).

Ma a kol. jako prvni ukazali, Ze lidské MSC transplanto-
vané pomoci amniové membrany na poskozenou rohovku
laboratorniho potkana mohou podporovat hojeni a obnovu
rohovkového epitelu. Terapeuticky ucinek byl spojen prede-
vsim s potlacenim zanétu a angiogeneze (15). V jiné praci
byly u potkant pouzity MSC, které po inkubaci s rohovko-
vymi stromalnimi bunkami exprimovaly keratin 12, cozZ je
znak bunék rohovkového epitelu. Tyto bunky byly pomoci
amniové membrany preneseny na poskozenou rohovku, kde
jiz 4 tydny po aplikaci snizovaly jeji neprihlednost a neovas-
kularizaci (12).

Podle vysledk( nasi skupiny jsou intravendzné podané
MSC schopny specificky migrovat do poskozené rohovky
a prispivat zde po jejim poleptani hydroxidem sodnym k po-
tlaceni Casné faze rohovkového zanétu. V poskozené rohov-
ce bylo v porovnani se zdravym okem nalezeno 30krat vyssi
mnozstvi fluorescencéné znacenych MSC a zéroven zde doslo
ke snizeni infiltrace rohovky leukocyty a k potlaceni produk-
ce prozanétlivych cytokind véetné IL-1 a IL-6 (11). V dalsi
praci jsme prokazali, Ze MSC maji srovnatelny terapeuticky
potencial jako LSC a po prenosu na poskozeny oc¢ni povrch
podporuji regeneraci rohovkového epitelu a potlacuji lokal-
ni zanétlivou reakci v misté poskozeni (10).

V soucasné dobé jsou na webovych strankach www.clini-
caltrials.gov evidovany dvé klinické studie vyuZivajici MSC
k 1é¢bé poskozené rohovky. Jedna z nich probihd ve Spanél-
sku a je v ramci ni l1éCeno 27 pacient( trpicich deficitem LSC.
Jedna se o klinickou studii faze 1 a 2, jejimz hlavnim cilem je
urcit, zda je transplantace alogennich MSC bezpecna a ucin-
na pri |1éCbé deficitu LSC v porovnani s Iécbou pomoci alo-
gennich LSC.

Druha studie bude probihat v Ciné a odhadovany poéet
|éCenych pacientli s chemicky poskozenou rohovkou by se
mél pohybovat okolo 100. Bude se jednat o klinickou studii
faze 2 zamérenou na bezpecnost a Ucinnost |écby prostred-
nictvim opakovanych davek MSC injekéné podanych pod
spojivku.

Oralni sliznicni epitelidlni buriky

Dalsim bunécénym typem testovanym pro rekonstrukci po-
Skozeného rohovkového epitelu jsou epitelidlni buriky oraini
sliznice, které by mohly byt vhodné, protoZze vykazuji struk-
turni podobnosti k jinym vrstevnatym epitelim.

Prvni studii pouZzivajici tyto bunky byla prace Gipson a kol.
z roku 1986, ve které byla na krélicim modelu poskozeného
povrchu oka testovdna lééba pomoci oralni epitelialni vrstvy.
Bylo zjiSténo, Ze jesté 4 mésice po transplantaci bylo oko bez
znamek zanétlivé odpovédi (7).

Velmi zajimavé jsou vysledky dvou studii, v nichzZ bylo po-
moci transplantace kultivované oralni slizni¢ni vrstvy na am-
niové membrané léceno celkem 49 pacient( trpicich defici-
tem LSC v dusledku Stevens-Johnsonova syndromu, o¢niho
pemphigoidu nebo poleptani oka. Zlepseni ostrosti vidéni
nastalo po pul roce po Iécbé predevsim u pacientl trpicich
Stevens-Johnsonovym syndromem, v pripadé pemphigoidu
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bylo zlepseni pouze mésic po operaci. U vSech pacientl do-
Slo ke snizeni vyskytu abnormalit na povrchu oka a celkové
doslo k dlouhodobému zlepseni ostrosti vidéni u poloviny

pacient(l (18, 19).

ZAVER

V poslednich dvou desetiletich doslo ke znacnému vyvoji
v terapeutickém pristupu pfi IéCbé deficitu LSC. V nékte-

rych pripadech se jiz uskutecnily klinické studie prinasejici
povzbudivé vysledky. Tyto studie jsou v soucasnosti zamé-
reny predevsim na vyuziti kultivovanych LSC a novéji i raz-

nych typt MSC, které mohou nahradit pfi jejich deficienci

LSC.

Prdce byla podporena projektem NPU LO1309 z Minister-
stva skolstvi, middeZe a télovychovy Ceské republiky.
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