Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka

Kmenoveé bunky v terapii neurodegenerativnich
onemocnéni

Martin Mucha

Bakalarska prace
2017



University of Pardubice
Faculty of Chemical Technology

Stem cells in therapy of neurodegenerative diseases
Martin Mucha

Bachelor work
2017



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2015/2016

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Martin Mucha

Osobni é&islo: C13358

Studijni program: B3912 Specidlni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Zdravotni laborant

Nazev tématu: Kmenové buiiky v terapii neurodegenerativnich onemocnéni

Zadévajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych v&d

Zidsady pro vypracovéani:

Vypracujte literarni reSersi obsahujici:

1. Seznamte se s literarnimi tdaji o kmenovych buiikich a bunééné terapii neurodegenerativ-
nich chorob. Popiste moZnosti a omezeni kmenovych bunék.

2. Kmenové buiiky a Alzheimerova choroba (popis, pfi¢ina, rizikové faktory, pfiznaky, 16¢ba
a bunécna terapie).

3. Parkinsonova choroba.

4. Amyotroficka lateralni skleréza.

5. Roztrousen4 skleréza.

6. Huntingtonova choroba.

7. Vyuziti kmenovych bunék pii 16¢bé poranéni michy.

8. Vyuziti kmenovych bunék pfi cévni mozkové pithods.



Rozsah grafickych praci: dle potieby
Rozsah pracovni zpravy:
Forma zpracovani bakalaiské prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

Podle pokyni vedouciho bakaldfské préce.

Vedouci bakaldiské prace: Mgr. Lenka Bruckova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadéni bakalaiské prace: 18. prosince 2015
Termin odevzdani bakalaiské prace: 3. ¢ervence 2016

= T

LS 4

W A -~
prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Ing. Alexangér Cegan, CSc.
dékan vedouci/katedry

V Pardubicich dne 15. tinora 2016



Prohlasuji:
Tuto praci jsem vypracoval samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

v praci vyuzil, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byl jsem seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zdkona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zédkon, zejména se skutecnosti, ze Univerzita Pardubice mé pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uziti této prace jako skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského
zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti
jinému subjektu, je Univerzita Pardubice oprdvnéna ode mne poZadovat piiméteny piispévek
na thradu nakladi, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skutecné
vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych $kolach a 0 zméné
a doplnéni dalSich zdkont (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjsich predpisti, a smérnici
Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné

a prostfednictvim Digitalni knithovny Univerzity Pardubice.

Souhlasim s prezenénim zptistupnénim své prace v Univerzitni knihovné.

V Pardubicich dne:

Martin Mucha



Podékovani
Rad bych podékoval pani Mgr. Lence Bruckové, Ph.D. za odborné vedeni, konzultace

a trpélivost béhem zpracovavani této bakalarské prace.



ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva neurodegenerativnimi chorobami a jejich 1é¢bou
pomoci kmenovych bunék. Prace se zamétuje na charakteristiky jednotlivych chorob, klinické

v

projevy, soucasnou lécbu a nejnovéjsi Gspéchy s vyuzitim terapie kmenovymi buiikami.

KLICOVA SLOVA
Neurodegenerativni  choroba, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
Huntingtonova choroba, amyotroficka lateralni skleréza, roztrouSena sklerdza, poskozeni

michy, cévni mozkové piihoda



ANNOTATION

This bachelor thesis deals with neurodegenerative diseases and their treatment with stem
cell therapy. The work focuses on the characteristics of individual diseases, clinical

manifestations, existing treatment and latest success with using stem cell therapy.

KEY WORDS

Neurodegenerative disease, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, Huntington‘s

disease, amyotrophic lateral sclerosis, multiple sclerosis, spinal cord injury, brain stroke



SEZNAM ZKRATEK

aSYN — protein a-synuclein

AP peptidy — beta amyloidové peptidy

AD — Alzheimerova choroba (Alzheimer’s Disease)

ALS — amyotroficka lateralni skler6za (Amyotrophic Lateral Sclerosis)
APOE - Apolipoprotein E

APP — amyloidni prekurzorovy protein (Amyloid Precursor Protein)
BS — cévni mozkova ptihoda (Brain Stroke)

CD — diferencia¢ni skupina (Cluster of Differentiation)

ESCs — embryonalni kmenové buiikky (Embryonic Stem Cells)

FTD - frontotemporalni demence (Frontotemporal Dementia)

HD — Huntingtonova choroba (Huntington’s Disease)

IPSC — indukované pluripotentni kmenové bunky (induced Pluripotent Stem Cells)
MS — roztrousena skler6za (Multiple Sclerosis)

MHC — hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility Complex)
MSCs — mezenchymalni kmenové buniky (Mesenchymal Stem Cells)
NDs — neurodegenerativni choroby (Neurodegenerative Diseases)
NFTs — ,,neurofibrilarni klubka* (Neurofibrillary Tangles)

NSCs — neuralni kmenové bunky (Neural Stem Cells)

PD — Parkinsonova choroba (Parkinson’s Disease)

PSENL1 — protein presenilin 1

PSEN2 — protein presenilin 2

SCI — poskozeni michy (Spinal Cord Injury)

SOD1 - superoxid dismutaza 1
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UVOD

Od ptvodniho objevu kmenovych bunék bylo v této perspektivni oblasti u¢inéno mnoho
objevt, které vedly jak k rozsifeni poznatkd o samotnych kmenovych buiikéch, tak i jejich
klinickém vyuziti.

Jednou z mnoha oblasti klinického vyuziti kmenovych bunék se Vv poslednich letech
staly neurodegenerativni choroby. Nejen terapie, ale i samotné studium pfi¢in a mechanizmd,
které plisobi v radmci téchto chorob, bylo doposud velmi slozité. Z toho divodu jsou velké

nad¢je vkladany do vyzkumu kmenovych bun¢k.

Cilem této bakalaiské prace je nejprve kratké seznameni s urcitymi typy kmenovych
bunék, které jsou v rdmci experimentll vyuzivany, dale struny popis neurodegenerativnich
onemocnéni a vyuziti kmenovych bunék v ramci jejich studia a terapie. V praci je postupné
zminéna Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Amyotrofickd lateralni sklerdza,
Roztrousena skler6za a Huntingtonova choroba. V posledni fad¢ je zminén také pokrok

V terapii poranéni michy a cévni mozkové piihody.
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1 BUNECNA TERAPIE NEURODEGENERATIVNICH
CHOROB

Bunééna terapie je oznaCeni pro zpusob lécby, ktery vyuziva vneseni bunécného
kostni dfen¢ leukemickym pacientim, jejiz novéjsi alternativou je transplantace bunék
ziskanych z pupe¢niku [1].

V soucasnosti je v§ak pojem bunécna terapie spojeny predevsim s klinickym vyuzitim
znalosti v oblasti kmenovych bunék a jejich derivata.

V ramci bunécné terapie Se vyuzivaji predevSim ti1 typy kmenovych bunck:
embryonalni kmenové buniky, indukované pluripotentni kmenové bunky a mezenchymadlni

kmenové bunky [2].

1.1 Embryonalni kmenové bunky

Embryonalni kmenové bunky (ESCs, Embryonic Stem Cells) jsou ziskavany z vnitini
masy bunék blastocyst ranych embryi. Mezi jejich nejvyraznéjsi rysy patii schopnost
nekonecné sebeobnovy a moznost diferenciace do bunéénych linii vSech tii zarode¢nych listl
[3].

Zjisténi, ze ESCs jsou schopny se diferenciovat v poZadovany bunécny typ, se stalo
zékladem vyvoje bunécné terapie na bazi kmenovych bunck. Pii samovolné diferenciaci ESC
in vitro dochazi ke vzniku pozadovaného buné¢ného typu ve smisené populaci, kterou neni
mozné dale pouzit v transplantacnich studiich [4].

Jak jiz bylo uvedeno, ESCs jsou schopny produkovat velké mnoZstvi bunéénych linii,
a proto je velmi zadouci selekce pozadovaného typu z heterogenni populace. Jednim ze zptisobti
je vyuziti specifického promotoru, ktery fidi expresi genu pro antibiotickou rezistenci [5]. Dalsi
moznosti je transdukce genomu se specifickym promotorem, ktery kontroluje expresi genu pro
zeleng fluoreskujici protein [6]. Takto geneticky upravené buiky vSak mohou byt odmitnuty,
protoze exprimuji cizi protein nebo u nich mize dojit k maligni transformaci [7].

Po tspésné selekei bunéénych derivath je zjiStovana jejich fyziologicka funkce. Bylo
prokazano, ze mnohé diferencované bunééné typy odvozené z mysich ESCs in vitro (napf.
dopaminergni neurony a kardiomyocyty) jsou diferencované terminalné, maji tedy fyziologicky
zraly fenotyp a funguji normalnim zpisobem in vitro [8]. Kultury diferencovanych ESCs

mohou v8ak obsahovat také multipotentni progenitory [9].
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Nejvyraznéjsim negativem ESCs jsou etické a nabozenské otazky spojené s jejich
ziskavanim z ranych embryi, které velmi vyrazné brzdi vyzkum a klinické testy. Zdroj embryi
je velmi omezeny a stejné tak i mnozstvi ziskdvanych kmenovych bun¢k, coz vede k dalsSimu
omezeni klinickych testd. Také bylo zjisténo, ze buiiky diferencované z ESCs jsou ¢astecné
imunogenni, coz vedlo po transplantaci pacientovi k odmitnuti imunitnim systémem [3].

Potencialné by bylo mozné omezit imunitni odpoveéd’ pacientova organismu snizenim
imunogenicity transplantovanych buné¢k. To je provadéno homologni rekombinaci, ktera vyradi
MHC molekuly 1. a II. tfidy v mysich ESCs. Piesto byly stépy dale odvrhovany a destruovany
NK bunkami [10].

Predpoklada se tedy, ze kromé vymazani cizich MHC genl by bylo zapotiebi vlozit
do genomu $tépu i MHC geny piijemce, aby byl transplantat povazovan za télu vlastni [11].

Dalsi moznosti je zavedeni genti pro imunosupresivni molekuly, napf. Fas-ligand, nebo
odstranéni imunostimulacnich proteind, jako jsou antigen B7 a CD40-ligand (CD, Cluster of
Differentiation) [12].

Je zfejmé, ze imunogenita ESCs vyrazné omezuje jejich vyuzitelnost a snahy o jeji

sniZeni nebo odstranéni pouze komplikuji cely proces.

1.2 Indukované pluripotentni kmenové bunky

Podobné jako embryondlni kmenové burky, tak i indukované pluripotentni kmenové
buniky (iPSCs, induced Pluripotent Stem Cells) jsou schopny neomezené sebeobnovy
a diferenciace do bunéénych linii vSech tfi zarode¢nych listl, ale na rozdil od vyse zminénych,
jejich studium a pouziti neni omezovano etickymi otazkami [2].

K vyhodam iPSCs patii skutecnost, Ze mohou byt ziskany autologné&, ptimo od lé¢eného
pacienta. Diky tomu nedochézi k odmitani transplantati, jako je tomu u ESCs. Jejich kultivaci
je také mozné ziskat dostate¢né mnozstvi bun¢k, aby bylo pouziti dalSich typti kmenovych
bunck nepotiebné. Tyto vlastnosti pfivedly iPSCs do popiedi z4jmu, zejména pro vyuZiti
Vv regenerativni medicing, ale také pro tvorbu fyziologickych modell riiznych onemocnéni,
které by byly ureny ke studiu chorob a testovani transplanta¢nich metod nebo uc¢innosti 1ékt
[3].

Produkce prvnich iPSCs byla provedena za pomoci Ctyt transkripénich faktorti: Sox2,
KIf4, Oct4 a C-Myc (Obr. 1), které jsou znamy jako ,,Yamanaka factors po jednom z objeviteli
této metody [13].

15



Pti procesu ziskavani iPSCs jsou dospélé somatické buiiky infikovany retrovirem, ktery
obsahuje reprogramovaci faktory. Nasledné jsou tyto bunky kultivovany a za dva az tfi tydny

mohou byt z uvedené kultury ziskany iPSCs, a to selekci exprese Fbx15 [3].

@ Retroviral transduction

P
v

Reverse transcription
of viral RNA

,rU

Fibroblast

Induced pluripotent
stem cell

Integration in
host DNA

Expression
of reprogramming
factors

Obrazek 1: Pfiprava indukované kmenové buiky z fibroblastu, pomoci retrovirovych transkripénich
faktort [3].

S genetickou manipulaci reprogramovanych buné¢k ovSem souvisi jejich omezena
aplikace v regenerativni medicing. Dal$im vaznym tématem pii ziskavani iPSCs je efektivita
reprogramovacich metod. Podle n¢kterych vyzkumu je dalezitym faktorem, ktery efektivitu
ovliviiuje, stav pivodnich bunék, ktery funguje proti zménam v genomu. Odstranénim téchto
hlavnich bariér je mozné teoreticky dosahnout efektivity blizici se 100 %. Mezi zakladni bariéry
patii signalni cesty proteinti p53 a p21 [13].

DalSim zjisténim bylo, Ze pfi pouziti kmenovych nebo progenitorovych bungk, které
jsou schopny exprimovat faktory pluripotence, miize byt pro pfeprogramovani pouzito méné
reprogramovacich faktort, ackoli faktor Oct4 se zda byt klicovy, a do budoucna lze
predpokladat, Ze dospclé kmenové a progenitorové builkky by bylo mozné jednoduSe
pfeprogramovat do stavu iPSCs i bez exprese reprogramovacich faktorti, pouhym odstranénim
bariér a aktivaci zesilovacu [14].

Stale zistava otdzkou, jak rovnocenné jsou schopnosti iPSCs v porovnani s ESCs.
Na mys$im modelu bylo zjiSténo, Ze ziskani terminalni buiiky z iPSCs je méné tispésné, nez pii
pouziti ESCs [15]. Tato snizena efektivita pfemény iPSCs do pozadovaného typu nastésti
neovliviiuje kvalitu vysledné bunky [16].

Doposud se pracovalo s pifedpokladem, Ze plivodni typ pfeprogramované buniky nema
na vzniklou indukovanou kmenovou bunku vliv. Zjisténi, Ze si iIPSCs ponechavaji urcitou

epigenetickou pamét’, ktera poskytuje vyhody pfi diferenciaci do urcitych bunécnych linii, tento
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predpoklad vyvratilo. Pfi snaze o ziskani konkrétni linie bun€k, naptiklad neuronti, se zda byt
vyhodnéjsi, aby ptvodni bunééné linie pochazely ze stejného zarodecného listu, v tomto
vznikajicich tumoru [17].

1.3 Mezenchymalni kmenové buiiky

Lidské mezenchymalni kmenové bunky (MSCs, Mesenchymal Stem Cells), které svym
tvarem piipominaji fibroblasty, jsou relativné snadno izolovany z mnoha rtiznych tkani véetné
kostni dfené, tukové tkang, placenty a pupecnikové krve [18]. Mezi jejich zakladni rysy patii
schopnost in vitro se mnozit a diferencovat do mezodermalnich bunéénych linii, kam patii
osteoblasty, adipocyty a chondroblasty. Dale jsou MSCs schopny se ve vhodném prostiedi
diferencovat do kardiomyocytl, hepatocytii, endotelovych bunék, bunék hladké svaloviny
a bun¢k neuralnich [19]. Nejvyraznéjsim rysem MSCs je jejich interakce s imunitnim
systémem. Samotné kmenové buiky exprimuji velmi nizkou hladinu molekul MHC systému,
coz z nich ¢ini imunitné privilegované buiky, které¢ nespousti imunitni odpovéd’. Tohoto faktu
se vyuziva pii alogennich transplantacich [20].

Kromé¢ toho jsou schopny uvoliiovat imunosupresivni faktory, které jsou kromé jiného
schopny inhibovat mnozeni imunitnich buné¢k jako jsou lymfocyty T, lymfocyty B a NK buriky.
Obecné maji MSCs protizanétlivy vliv a v nedavné dobé byl hldsen i antimikrobidlni uc¢inek
potlacujici zanétlivou reakci. Mimo to se Vv klinickych studiich zkouma i jejich pozitivni vliv

na novotvorbu cév [19].

1.4 Neurodegenerativni choroby

Centralni nervovy systém patii mezi nejkiehci prvky lidského téla a ma omezené
regenerani  schopnosti  jak akutnich poskozeni, tak chronickych onemocnéni.
Neurodegenerativni choroby (NDs, Neurodegenerative Diseases) jsou charakterizovany
postupnou ztratou neuralnich buné¢nych podtypli v mozku nebo miSe, a mohou mit ojedinély
nebo dédi¢ny vyskyt. Soucasna terapie je zaméfena na zmirnéni symptomu a zpomaleni
postupu nemoci, coz vyvolava potiebu vyvoje novych terapeutickych piistupt a dalsiho studia
onemocnéni [3]. Nejpatrnéjsi podobnosti mezi jednotlivymi NDs je atypicka tvorba proteint
a indukce bun&éné smrti. Pro pochopeni slozitosti fizeni rovnovaznych hladin, jsou zkoumany
cesty syntézy a degradace téchto toxickych proteind [21].

Kmenové buiiky dospélého mozku jsou omezené svym poctem i specifickymi oblastmi

svého vyskytu. Na zvifecich modelech jiz bylo testovano pouziti kmenovych bunék z riznych

17



zdrojii a terapeuticky bylo mozné nahradit pozadovany typ nervovych bunéck, coz vedlo
k obnové ztracené funkce, napf. pfi poranéni michy nebo Parkinsonové chorobé [22, 23].
Piesto klinické testy provedené na lidech, vyuzivajici neuralni kmenové bunky (NSCs,
Neural Stem Cells), vedly k velmi nejednozna¢nym vysledktim. V nékterych piipadech byla
hlasena vyrazna zlepSeni, ale v jinych dochazelo k dal§imu zhorSeni funkce a projevim

vedlejsich ucinkt. Klinické testy na lidskych pacientech tak ztstavaji velkou vyzvou [24].

1.5 Vyuziti kmenovych bunék jako modelu neurodegenerativnich chorob

Jak bylo uvedeno vyse, krom¢ pitimého pouziti iPSCs v ramci regenerativni mediciny,
je nemén¢ dulezitou oblasti i tvorba modelll onemocnéni. Zejména v soucasnosti, kdy tispé$na
lééba zvifecich modeltt onemocnéni neodpovida vysledkim klinickych testd s lidskymi
pacienty [3].

Je zde dulezité zminit rozliSeni neurodegenerativnich chorob na zakladé¢ ¢asnosti jejich
propuknuti. Brzy propukajici choroby jsou obecné zplsobovany expresi proteinti porusenych
gent a vytvoreni modelu pomoci iPSCs je relativné snadné [25]. Na druhé strané lezi pozdé
propukajici NDs, které jsou zptisobeny slozitym mechanismem, ktery zahrnuje expresi proteint
porusenych gend i1 faktory prostiedi. K tvorbé takového modelu jsou pouzity specifické
genetické mutace, které simuluji rozvoj ptiznakti onemocnéni v iPSCs [26, 27].

Pouziti iPSCs zlstava pro tvorbu model dilezité, avSak genetickd rozmanitost mezi
jednotlivymi populacemi iPSCs, ktera vede k rozdilim naptiklad v propuknuti a prubéhu
onemocnéni, ma velky dopad na vybér bunéénych linii vhodnych k experimentu. Mnohé
védecké skupiny se pokouseji tuto rozmanitost ptekonat vybérem nékolika malo fenotypt
ve velké sbirce bunéénych linii, nebo nalezenim silného fenotypu v mensi skupiné [28, 29].

Kazda studie iPSCs se potykala s otazkou, jak dalece studované fenotypy souvisi
s chorobou, kterou modeluji. A zda dany fenotyp neni ovlivnén protektivnimi nebo
obnovujicimi faktory v genotypu jedince. Nedavné pokroky V postupech genomové editace,
zejména v pouziti Cas9 nukleazovych strategii, umoznuji vytvatet izogenni linie iPSCs [30].

V soucasné dobé¢ byly odhaleny tfi systémy vykonavajici editace genomu skrze reparace
DNA: ,zinc-finger-nucleases (ZFN), ,transcription activator-like effector nucleases*
(TALENS) a ,.clustered regularly interspaced short palindromic repeats“ (CRISPR), kdy
posledni jmenovany vyuziva Cas9 nukledzu. Principem téchto systému je nejprve vytvoireni

fizenych DNA zlomt a nésledna oprava zlom, kterd vede ke vlozeni nebo odstranéni mutaci,
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pfipadné miize byt zlom opraven metodou homologni rekombinace za pomoci vektoru, ktery
nese pozadovanou mutaci [31].

Vyhodou izogennich bunéénych linii je fakt, Ze jsou studovany pouze rozdily spojené
s modelovanou chorobou, protoze genetické pozadi vSech linii je totozné. To je ideélni pro
k modelaci, protoze se mohou k chorob¢ vztahovat pouze v kombinaci. Tudiz je vhodné vyuziti
dvou bunécnych linii pacienta, kdy v jedné bude nami zadana mutace opravena a soub&zné
bude kultivovana kontrolni linie, s mutaci pfitomnou. Techniky uzivajici mutovanou nukleazu
Cas9 spojenou s transkripénimi aktivatory ¢i inhibitory nam umoziuji zkoumat dusledky
zvySené nebo snizené exprese specifickych genli beze zmén samotného genomu. Editace
genomu bude dileZitou strategii k minimalizovani efektu genetickych variant v piipadé

bunéénych linii lidskych iPSCs [32].
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2 KMENOVE BUNKY A ALZHEIMEROVA CHOROBA

2.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD, Alzheimer’s Disease) patii mezi nejznaméjsi
neurodegenerativni choroby. Je zapojena do 50 — 70 % vSech ptipadii demence a trpi ji témét
polovina lidi nad 85 let véku [33]. Celosvétove se objevi novy ptipad kazdych 8 vtetin, ¢imz se
stava toto onemocnéni pomalu epidemii [34]. Uz podle odhadt z roku 2007 ptipadne
na kazdych 85 zdravych jedincu jeden postizeny AD a to do roku 2050 [35].

AD je charakterizovana ztratou paméti, zhorSenim kognitivnich schopnosti, zménami
chovani a zhorSenym vykonavanim kazdodennich ¢innosti [36]. Choroba postihuje zejména
star$i jedince, ale vyraznou emocionalni, ¢asovou i finan¢ni zatéz pocituje blizké okoli
a predevsim rodiny, které se o nemocné staraji. Zvysujici se dlouhovékost a vysoky vyskyt
choroby skryvaji zavazny socialni problém [37].

Onemocnéni muzeme rozdélit na zadkladé veku kdy propukne. Brzy propukajici
(early-onset) tzv. familiarni forma AD tvoii pfiblizné¢ 1 — 6 % vSech pfipadl a projevuje se
zhruba mezi 30. a 60. rokem véku. Pozdé&ji propukajici (late-onset) tzv. sporadicka forma AD
zpusobuje okolo 90 % ptipadi a jeji projevy se zacinaji objevovat po 60. roce véku [38].

Familiarni forma AD (FAD) je ve vétSiné piipadd spojena s dédiénymi mutacemi
amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), jez ¢ini okolo 16 % ptipadi FAD, a dvou proteinti
tvorici y-sekretazu, ktera APP dale zpracovava: presenilin 1 (PSEN1) tvoii 30 — 70 % FAD
a presenilin 2 (PSEN2) méné nez 5 % FAD piipadu [39].

Pro sporadickou formu AD je nejznaméj$im rizikovym faktorem specificky gen APOE,
ktery lezi na 19. chromozomu a kdéduje tvorbu apolipoproteinu E. V centralnim nervovém
systému je tento protein produkovan astrocyty a mikrogliemi, a podili se na transportu
i metabolismu cholesterolu [37]. Je znama existence genu APOE ve tfech izoformach APOE2,
APOE3, APOEA4. Nejvétsi riziko rozvoje AD je spojovano s genem APOE4, jehoz zastoupeni
v populaci je asi 15 % [40].

Mezi dva charakteristické patologické znaky AD v lidském mozku patfi hromadéni
B-amyloidovych (A) peptidii do mimobunéénych agregati, tzv. AP plakid a druhym znakem je
nitrobunééné hromadéni fosforylovanych druhi proteinu tau do ,neurofibrilarnich klubek*

(NFTs, neurofibrillary tangles) [30].
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2.2 Amyloidni plaky

Amyloidni prekurzorovy protein (APP), ktery mé dulezitou roli v neurdlnim vyvoji, je
Stépen pomoci B-sekretdzy za vzniku aminokyselinového fragmentu, ktery je ndsledné $tépen
pomoci y-sekretdzy na B-amyloidovy fragment a nitrobunéénou doménu APP (AICD, amyloid
precursor protein intracellular domain). Timto mechanizmem $tépeni vznikaji f-amyloidové
fragmenty, které obsahuji 36 az 43 aminokyselin. Nejcastéj$im fragmentem ve zdravém
i chorobou postizeném mozku je B-amyloidni peptid o délce 40 aminokyselin (APao),
nasledovany peptidem o délce 42 aminokyselin (APs2). Vzniklé AP peptidy pak svym
extracelularnim usazovanim vytvafri tzv. B-amyloidni plaky [37]. Byl u¢inén piedpoklad, ze
ukladani AP peptidd a nasledny vznik plakt, vede k AD, poté ke vzniku ,,neurofibrilarnich
Klubek®, ztraté neuronti, poSkozeni cév a demenci [41]. Ztrata pamé&ti v raném stadiu choroby
muze byt ¢astecné zpisobena poskozenim synapsi, jeZ je vyvolano amyloidnimi oligomery.
Kromé¢ toho bylo zjisténo, Ze AP dimery a oligomery vyvoléavaji fosforylaci Tau proteinu
a vznik ,,neurofibrilarnich klubek*, dale se pridava vliv oxidativniho stresu, kalciového stresu
spojeného s endoplazmatickym retikulem a zvysuje se citlivost neurond na excitotoxicitu [37].

K 1é€bé AD byla pouzita terapie pomoci aktivni, respektive pasivni imunizace cilici
na AP peptidy. Pii pouziti jedné davky ptipravku solanezumab, coz je antiamyloidni
monoklonalni protilatka, nebylo Vv klinickych testech zaznamenano zadné zlepSeni [42].
Opakované pouziti pripravku také neukazalo vyrazné zlepSeni, ale bylo zaznamenéano
zpomaleni ztraty kognitivnich funkci u pfiblizné tfetiny pacientli s mirnym priabéhem choroby.
Tento nalez podporuje mySlenku, Ze terapie cilici na amyloidni peptidy by mohla byt

efektivnéjsi pfi pouZiti v ranéj$im stadiu AD nebo pted objevem viditelnych symptomt [43].

2.3 Tau patologie

Tau je protein potiebny pro stabilizaci mikrotubulii a rlst neuriti. Normalné se vaze
S tubulinem, usnadiiuje skladani mikrotubulii a stabilizuje jejich strukturu. Neurofibrilarni
patologie spojend stimto proteinem byla nalezena u vice nez 20 neurodegenerativnich
onemocnéni. Fosforylace Tau proteinu na mikrotubuly vazajicich opakovanich (R — repeats) je
nezbytna pro funkéni rist axond. V dospélém mozku je pomér mezi 3R a 4R izoformou Tau
obecné 1:1, ale odchylky v poméru mohou zpusobit Tau patologii, nékdy znamou jako
tzv. Tauopatie [37]. Hyperfosforylované Tau proteiny se samovolné seskupuji do parovych
spirdlovitych vlaken, kterd nasledné¢ mohou tvofit NFTs. V piipadé AD se hromadi

hyperfosforylované Tau proteiny, coz vede kjejich oddéleni od mikrotubuld, ¢imz je
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destabilizuji a dochazi K poruse neuralniho transportu. Nasledné dochazi ke ztraté synapsi
a aktivaci mikroglii [44].

Mnozstvi NFTs koreluje s pribéhem onemocnéni, ale neodpovida ztraté neurona
a porucham paméti, které vzniku NFTs predchazi. Jedna studie dokonce uvadi, ze schopnost
ucit se a pamét byly obnoveny se zvysujici se hladinou Tau oligomerti, ackoli mohou byt
cytotoxické [45].

S Tau proteinem spojend patologie je pfitomna v mozkové klre vSech lidi starSich 75
let. Gen pro tento protein, ktery je lokalizovan na lidském chromozomu 17, byl nalezen
u riiznych forem demence mimo AD. Ve vice nez 100 rodinéch bylo popséno 44 patogennich
mutaci proteinu Tau [37].

Fosforylovany Tau protein se zacina objevovat Vv mozkovém kmeni, piesnéji v locus
coeruleus, nasledn¢ v medialnim spankovém laloku, limbickych strukturach, asocia¢ni
mozkové kaife a primarnich mozkovych kurach. Naopak, ukladani AP peptidi se nejprve
objevuje v asocia¢ni mozkové kuife a poté se rozviji v nizsich oblastech kiry, hluboké sedé kure
mozkové, mozkovém kmeni a mozecku [46]. To naznacduje, ze Tau patologie a ukladani AP
peptidt spolu nesouvisi pfimo. Imunologicka 1é¢ba AP peptida je zcela odstranila, ale patologie
spojena s Tau ziistala beze zmén a nebylo tedy dosazeno klinického zlepseni [47].

Imunoterapie Tau patologie je Vv soucasné dobé ve stadiu testi. Pomoci pasivni
imunizace skrze protilatky proti Tau proteinu, bylo dosaZeno sniZeni patologie a oddaleni

projevii motorickych deficitd u transgennich mysi [48].

2.4 Dalsi rizikové faktory

U onemocnéni jako je AD, funkéni nedostatky v proteinové homeostdze zplsobuji
hromadéni poskozenych nebo chybné slozenych proteinti ve starnoucich bunkach [49]. Tyto
neslozené nebo Spatné sloZzené proteiny se hromadi v misté syntézy, tedy v endoplazmatickém
retikulu, a vedou k aktivaci ubiquitin-proteazomového systému, komplexni sité€ signalnich drah,
fidici regulaci buné&fnych procesit kudrzeni homeostazy. Porucha tohoto obranného
mechanizmu vede ke spusténi apoptotickych signalli, které zplisobi nevratné poskozeni buiky
a posléze bunéc¢nou smrt [50]. Ubiquitinovy a autofagocytarni systém jsou nepostradatelné pro
udrzeni homeostazy proteind, ale bylo zjisténo, Ze téméf vSechny stdrnouci organismy projevuji
postupné snizeni aktivity t€chto dvou systému [51].

Lidsky mozek obsahuje piiblizné 25 % celkového mnozstvi cholesterolu v téle.

Hematoencefalicka bariéra brani absorpci lipoproteint, proto si mozek syntetizuje cholesterol
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de novo. Béhem starnuti organismu dochazi také ke zménam v distribuci lipidd v ramci
bunécnych membran mozkovych bungk, coz je povazovano za rizikovy faktor pro AD [37].

Vice nez 50 % celkového mnoZstvi glukézy v téle je spotfebovano v mozku, ackoli
s vékem a pii AD se spotieba glukozy snizuje [52].

Bylo také zjisténo, Ze poskozeni metabolismu glukézy vede k abnormalni
hyperfosforylaci Tau proteinu a dochéazi k tvorbé NFTs.

Oxidativni stres, zpusobeny nerovnovahou mezi oxida¢nimi a antioxidacnimi systémy,
mé za nasledek hromadéni reaktivnich forem kysliku. Reaktivni formy kysliku jsou
produkovany zejména mitochondriemi a jejich hromadéni zpasobuje poskozeni lipidiim,
bunéénym proteintim, nukleovym kyselinam a glukoze. Pievladajicim antioxidantem v mozku
je glutathion, jehoz hladina se s postupujicim vékem, ale také v piipadé vyskytu AD, snizuje
[37].

2.5 Gliové buiiky a Alzheimerova choroba

Studium role gliovych bunék v patologii AD se dostava v posledni dobé do popiedi
zajmu. Mezi gliové buniky mozku fadime oligodendrocyty (75 %), astrocyty (20 %) a mikroglie
(5 %) [53].

Nejcastéji jsou pii AD pozorovany aktivované mikroglie. Maji kratké, ztlustélé a méné
vétvené vybézky. Mikroglie projevuji prozanétlivé i protizanétlivé ucinky, coz se v prvnim
ptipad¢ projevuje sekreci prozanétlivych cytokint IL-18, IL-6 a TNF-a, které vedou k poruSeni
neurogeneze [54]. Jsou ovSem schopné i produkce rustovych faktort, jako IGF-1, ktery naopak
neurogenezi stimuluje [55].

Mikroglie jsou regulovany pomoci chemokinu CX3CL1 a CD200. Jednou z funkci
chemokinu CX3CLI je, Ze ovliviiuje signalni drahu zajistujici komunikaci mezi mikrogliemi
a neurony. U pacientll v mozku zasaZzeném AD je tato draha negativné ovlivnéna [37].

Na povrchu mikroglii se nachazi inhibi¢ni receptor CD200R, ktery reaguje
S transmembranovym glykoproteinem CD200, jez je exprimovan na neuronech. Vzajemnou
interakci glykoproteinu CD200 a receptoru CD200R jsou mikroglie udrzovany v klidovém
stavu [56]. Naruseni tohoto stavu muze pfispét k chronické zanétlivé reakci, ktera vede
k postupu choroby. U pacienti s AD byl zaznamenan vyrazny pokles CD200 i CD200R, se
specifickym nedostatkem CD200R mRNA v hipokampu a spodni ¢asti spankového laloku [57].

Dale maji mikroglie schopnost fagocytozy AP peptidi a zanétlivych reakci, které se
vyznamné podili na postupu choroby. Jedna ze dvou zékladnich cest k odstranéni AP peptida

z mozku je zprostiedkovana mikroglialnimi receptory, které tim umoziuji fagocytozu. Druhou
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cestu pak zajistuji AP peptidy-degradujici enzymy jako je neprilysin, insulin-degradujici
enzym, metalloproteaza, nebo katepsin B [37].

Fagocytéza za pomoci mikroglii je spojena s proteinem ,,beclin 1“ a retromerovym
komplexem, ktery zajistuje recyklaci membranovych receptorti po fagocytoze. U mikroglii
ziskanych z lidského mozku postizeného AD byla hladina téchto dvou dulezitych slozek
snizena, coz vedlo ke snizeni fagocytarni schopnosti odstranovat A peptidy [58].

Astrocyty reguluji mimobunécnou koncentraci iontli, homeostazu vody a acidobazickou
rovnovahu v mozku. Také zprostfedkovavaji produkci a odstranovani neurotransmitert,
ovliviluji zasobu glukdzy, antioxida¢ni mechanizmy a synaptickou regulaci pomoci produkce
cytokinti, chemokinti a rustovych faktort [37].

Astrocyty hraji vyznamnou roli v absorpci glutamatu v mimobunééném prostoru, ¢imz
udrzuji hladinu extraceluldrniho glutamatu mimo toxické hodnoty. U pacientd s AD ovSem
dochdzi ke snizeni schopnosti astrocytl, preménit extraceluldrni glutamat na glutamin, ktery
nasledné ptechazi do neurond. To vede ke zvySené excitotoxicité a neurodegeneraci. [59].

Astrocyty jsou také zapojeny do odbouravani, stejné jako do produkce AP peptidui.
Vsechny gliové buniky jsou zapojeny do slozitych signalnich cest béhem prabchu choroby
a ovliviiji vznik patologickych zmén. V celni mozkové kife vykazuje mozek postizeny AD
zvySené mnozstvi astrocytti a poskozeni DNA v astrocytech, které sidli v hipokampu. Jakmile
dojde ke zvySenému hromadéni AP peptidii, mikroglie a astrocyty podpofii zdnétlivou odpovéd’
a fagocytozu ve snaze o odstranéni téchto peptidi. Naproti tomu trvala zanétliva reakce naopak
usnadnuje produkci AP peptidl a schopnost fagocytdzy se v pozdnim stadiu AD zhorSuje, coz
vede k dalsimu hromadéni A peptidi. Vyse uvedené naznacuje, Ze gliové buniky maji vyrazny

podil na patologickych projevech Alzheimerovy choroby [37].

2.6 Zvireci modely Alzheimerovy choroby a starnuti

Zviteci modely AD pirevazné zahrnuji modifikaci tfi vySe uvedenych gent, které maji
spojitost s familiarni formou AD, jedna se o APP, PSEN1 a PSEN2. Pouziti téchto modeld je
spojeno s fadou omezeni: familiarni forma AD tvoii méné nez 1 % vSech ptipadt choroby;
mechanizmus familidrni formy je odliSny od formy sporadické; familidrni forma muize byt
vysvétlena na zakladé hypotézy, ze ukladani AP vede k tvorbé neurofibrilarnich klubek,
na rozdil od této hypotézy, v ptipadé¢ sporadické formy AD se amyloidni plaky a NFTs objevuji

wvrwe

onemocnéni, nemize byt ve vétsing zvifecich modeld napodobena [60].
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Zviteci model starnuti v podobné negeneticky uzpisobené¢ho druhu mysi, ukézal
ptitomnost amyloidnich plak, fosforylaci proteinu Tau a oxidativni stres [61].
V piipadé tohoto modelu, transplantace kostni dien¢ ozaifené mysi zlepsila kognitivni

schopnosti a to normalizaci prozanétlivych cytokini a oxida¢nich markera [62].

2.7 Farmakologicka lécba

Lécba pomoci farmakologickych piipravki se v soucasnosti spoléha na latky inhibujici
acetylcholinesterazu. Inhibice tohoto enzymu zvySuje koncentraci acetylcholinu
na cholinergnich synapsich a vede ke zlepSeni pfenosu vzruchl. Piesto nejsou zadna
presvédéiva data, ze tyto latky zmirfiuji funkéni poruchy zpusobené chorobou [63]. Dalsi
farmakologické ptipravky, jejichZ klinické testovani probihd, se zaméfuji na mechanizmy
zpracovavajici APP, tvorbu a hromadéni AP peptidi a vnitini interakce APOE4. Ackoli miize
1é¢ba piinést zlepSeni kognitivnich schopnosti nebo dokonce uchranit pted rozvojem choroby,
farmakologicky pfistup nenabizi zddnou moznost regenerace poskozenych neuront

a nervovych okruhu [51].

2.8 Kmenové buiiky a Alzheimerova choroba
Pfes znacnou snahu zpomalit postup, nebo zlepSit a dokonce vylécit pfiznaky
Alzheimerovy choroby, bylo doposud schvaleno pouze né&kolik 1ékd, které se snazi

kompenzovat zhorSujici se funkénost mozku. Imunoterapie amyloidnich plakti nebo Tau
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patologie neni kone¢nym feSenim, protoze se prub¢hu choroby ucastni fada dalsich faktort
[33].

2.8.1 Mezenchymalni kmenové bunky
Mezenchymalni kmenové buiiky jsou Siroce vyuzivané v bunééné terapii. Umoziiuji

mnozeni in Vitro a je mozné provést jejich autologni transplantaci, ¢imz se lze vyhnout
odmitnuti $té€pu nebo pouziti imunosuprese u pacienta. MSCs mohou byt izolovany z kostni
dfené, pupecnikové krve a tukové tkan¢ [64].

Ptesto, ze jsou MSCs schopny prochazet hematoencefalickou bariérou a i¢inné cestovat
do mist zanétu, jejich nitrozilni podani se pii 1é€b€ neurodegenerativnich poruch neosvédcilo
kvuli vysokému zachytu v plicni tkani. Ztoho divodu je vyuzivana intraventrikularni,
intratekalni a intranazalni aplikace [37].

Mezenchymalni kmenové buiiky maji fadu parakrinnich G¢inkd jako je produkce
rustovych faktort, protizanétlivych cytokinl, dale reguluji apoptézu a navozuji regeneraci
nervové tkané, obnovu myelinizace axond a upravuji reakci imunitniho systému [65]. MSCs
mimo jiné ovliviiuji tvorbu a snizuji hladinu AP peptidd, coz vede ke zlepSeni kognitivnich
funkei. Déle snizuji toxicitu AP peptidi pomoci exprese cytokinu IL-4, skrze mikroglie pisobi
poskozeni. Otazkou ziistava vhodny okamzik aplikace MSCs, ktery se 1isi pro rtizna stadia
choroby [37].

Transplantace MSCs do subventrikularni zony nebo gyrus dentatus je schopna
stimulovat proliferaci a diferenciaci jiz pfitomnych neuralnich kmenovych bunék [66]. MSCs
transplantované do postrannich mozkovych dutin migruji do hipokampu, v¢etné gyrus dentatus,
kde opét zlepSuji neurogenezi. Zvyse uvedeného vyplyva, Ze vzajemné pusobeni
transplantovanych MSCs a pfitomnych NSCs je rozhodujici pro zmirnéni poskozeni a ztraty

neuront pii Alzheimerové chorobé [67].

2.8.2 Neuralni kmenové buniky
Neurdlni kmenové bunky se Vvdospélém mozku nachazi na dvou mistech,

Vv subventrikularni zoné postrannich mozkovych komor a subgranularni zoné hipokampalniho
gyrus dentatus. NSCs ziskané ze starého mozku nejsou schopny se mnozit a diferencovat do
neurond kvili kratSim telomeram a nedostate¢né aktivité telomerazy [68]. Avsak samotna
ptitomnost populace kmenovych bunék v mozku poskytuje terapeutickou ptilezitost k obnove

neuront, které byly poSkozeny zranénim nebo chorobou [37].
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NSCs jsou schopny se po transplantaci diferencovat do neuronti, astrocytl
a oligodendrocyt [69]. Na mysim modelu bylo zjisténo, ze diferenciace do neuront vyzaduje
funkcni APP. Jeho poskozeni ohrozuje normalni funkci mozku a mize vést k nadmérné tvorbe
gliovych bungk [70].

Jakmile dojde k ustanoveni neptatelského mikroprostfedi v mozku zasazeném AD,
transplantované NSCs se nebudou bez vhodné upravy diferencovat do zralych neurond.
V mozku zasazeném AD byly také nalezeny NSCs se snizenou expresi neuroprotektivniho genu
,seladin-1“, coz je ¢ini nachylnéjsi k oxida¢nimu stresu a bunééné smrti. Moznou ochranou by
bylo pouziti MSCs ziskanych z kostni dfen¢, u nichz by byla navozena vysoka hladina exprese
genu ,,seladin-1 [71].

2.8.3 Indukované pluripotentni kmenové buiiky
Objev iPSCs umoznil rozvoj bunéénych modelt degenerativnich chorob véetné AD.

Obecné feceno, zkracovani telomer spojené s rostoucim vékem omezuje schopnost mnozeni
kmenovych bunék. Telomery iPSCs ziskané od starych darcii byly prodlouZeny stejné jako
od darct mladych [72].

Molekularni mechanizmy spojené s pribéhem AD je mozné studovat na modelech
onemocnéni ziskanych z iPSCs. Na zaklad¢ toho zda fibroblasty, ur¢ené k ziskani iPSCs, byly
odebrany pacientiim se sporadickou nebo familiarni formou AD, je mozné sledovat molekularni
mechanizmy konkrétni formy choroby [37].

Za pomoci programovani S u¢innosti blizici se 90 % je mozné vyuzit iPSCs k regeneraci
cholinergnich neuronti v bazi ptedniho mozku [73].

Na mySim modelu AD bylo prokdzano, Ze pfima pifeména astrocytd, které sidli
v mozkové kife, do funk¢nich neuronti je mozna a skryva klinicky potencial. Takto vzniklé
neurony prokazaly po 16 dnech velkou synaptickou aktivitu. Dilezité je zminit, Ze efektivnost
piemény je vyssi u starSich mysi [74].

V soucasnosti je tfeba provést dalsi studie vyuZivajici iPSCs k modelovani a zejména

168b& AD [37].
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3 KMENOVE BUNKY A PARKINSONOVA CHOROBA

3.1 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD, Parkinson’s Disease) je druhou nejcastéjsi
neurodegenerativni chorobou na svété a podle nedavnych prizkumt postihuje v Evropé
jednoho ¢loveka z tisice [75]. Mezi charakteristické symptomy patii bradykineze, tedy celkové
zpomaleni pohybii, ztuhlost, problémy s chiizi a klidovy ties. V pozd¢jsich stadiich je choroba
spojena s propuknutim demence, postizenim autonomnich funkci v organismu a vaznou
posturalni nestabilitou [76].

Na bunécné urovni je PD charakterizovana zejména masivni ztratou dopaminovych
neurondl v pars compacta regionu substantia nigra. V pozd¢jsich fazich choroby se ztrata bunék
projevuje i ve stfednim mozku, bazi ptedniho mozku a neokortexu [77].

Parkinsonovu chorobu délime podobné jako AD na sporadické a familidrni piipady.
Vice nez 90 % piipadl tvoii sporadickd forma onemocnéni, jejiz mechanizmus neni jesté zcela
objasnén, ackoli vyznamnou roli maji toxiny z prostfedi, porucha funkce mitochondrii
a imunitni reakce gliovych bungk [76]. Ptiblizn¢ 5 — 10 % ptipadt pak tvoti familiarni, tedy
pfimo geneticky podminénd, forma onemocnéni, kterd je dale délena na autozomalné recesivni
a autozomalné dominantni typ. Tyto dva typy maji rozdilné patologické projevy [78].

K dalSim charakteristickym znakiim PD patii Lewyho téliska, kterd se tvoii v téle
a neuritech degenerujicich dopaminergnich neuronti. Jadro télisek obsahuje vlakna proteinu
a-synuclein (aSYN) a fadu proteinti z cytosolu, které naruSuji proteinovou rovnovahu v bufice

a vedou K cytotoxicité a ztraté¢ dopaminergnich neuronti [79].

3.2 Genetické faktory

Jak bylo uvedeno vySe, familiarni chorobu dé&lime na dva typy. Autozomalné
dominantni typ se vyznacuje rozsidhlou tvorbou Lewyho télisek v riznych ¢astech mozku.
Protein a-synuclein, ktery je soucasti télisek, je kodovan genem SNCA (Synuclein Alpha),
jehoz mutace byla poprvé objevena u pacienta s familiarni formou PD [80].

Dalsi vyznamné mutace byly nalezeny v genu pro kinazu LRRK2 ,,Leucine-rich repeat
Kinase 2 u pacientii s autozomalné dominantni familiarni formou PD. Vyzkum mysiho modelu
PD ukazal, ze gen LRRK2 je spojen s expresi genu SNCA. Nejbéznéjsi a nejvice zkoumanou
mutaci genu LRRK2 je G2019S a stejné jako jeho ostatni mutace, vede ke zvySené expresi

SNCA [81].
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Ke studiu mutace G2019S byly pouzity bunécné modely z iPSCs, ziskanych od pacient
s danou mutaci. Takto diferencované dopaminergni neurony nalezici stfednimu mozku,
K jejichz ztraté v ramci choroby dochazi piednostné, prokazaly vyssi citlivost k oxida¢nimu
stresu a byla u nich zjiSténa vyssi hladina aSYN. Dalsi studie objevila spojitost genu LRRK2
také s expresi genit CPNES, ANXA1, MAP7, CADPS2 a UHRF2. Experimenty, které vyuzivaji
vyfrazeni exprese genl, prokazaly, ze porucha regulace vySe uvedenych genli vyznamné
prispiva k neurodegeneraci dopaminergnich neuronti stfedniho mozku vystavenych
oxida¢nimu stresu [82].

Mnoho dikazh také naznacilo roli proteinu Tau v patogenezi PD. Ve spojeni s mutaci
G2019S genu LRRK?2, byla zjisténa zvysena exprese genu MAPT, ktery kdduje protein Tau.
Tento protein konkrétné zvySuje hromadéni a toxicitu aSYN a dale souvisi s degeneraci axon
[83].

Pies rozmanitost genetického pozadi, které ovliviiuje chovani mechanizmi v kazdém
jednotlivci s ohledem ke konkrétni mutaci, se zda, ze gen LRRK2 a jim dale ovlivnéné geny,
maji velmi vyznamnou roli v patogenezi Parkinsonovi choroby. S ohledem k témto zjisténim,

se tyto geny stavaji cilem vyzkumu novych terapeutickych piistupi [82].

3.3 Farmakologicka 1écba

Farmakologicky pfistup se v radmci terapie PD zaméfuje na symptomatickou l1ébu
motorickych poruch, které jsou spojeny se ztratou dopaminergnich neuronii a degeneraci
synapsi. Pravé substitu¢ni lé€ba pomoci neurotransmiteru dopaminu je v souCasné dobé¢
pfevazujici farmakologicky pfistup. Vzhledem k tomu, Ze samotny neurotransmiter neni
schopen ptrechazet pres hematoencefalickou bariéru, vyuZzivd se jeho prekurzoru zvaného
levodopa (L-3,4-dihydroxyfenylalanin), ktery je metabolizovan pomoci aromatické
L-aminokyselinové dekarboxylazy [84]. Pfes pocateéni zmirnéni motorickych symptomu,
efektivnost levodopy s postupem nemoci klesa. V soucasnosti neni bohuzel znam terapeuticky
pfistup, ktery by dokazal zastavit nebo dokonce zvratit poskozeni zplsobena PD, ale nadéje

jsou vkladany do bunééné terapie [76].

3.4 Kmenové buiiky a Parkinsonova choroba
Jak jiz bylo zminéno, hlavnim znakem PD je masivni ztrata zejména dopaminergnich

neuront v oblasti substantia nigra a s tim spojené motorické obtize. Pravé nahrada ztracenych
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neuroni se stala cilem bunécné terapie a mezi nejperspektivnéjsi 1é€ebné postupy patii terapie
vyuzivajici iPSCs diferencované v dopaminergni neurony [85].

Doposud bylo zjisténo, Ze alogenni transplantace mozkové tkané plodu je schopna prezit
a fungovat v lidském mozku postizeném PD po vice nez 18 let [86]. Stejné jako v piipadé
embryonalnich kmenovych bunék, omezené zdroje a ziskavani tkani plodu z potratd, je silné
zatizeno etickymi a ndbozenskymi otdzkami. Dal$i vyznamnou piekazkou je silnd imunitni
odpovéd,, ktera se ve vétsing piipadi alogenni transplantace vyskytuje [87].

V soucasnosti se tak jevi autologni transplantace diferencovanych neuronii jako
(cynomolgus monkey), piinesl nové poznatky. Ptiznaky spojené s PD byly u téchto opic
vyvolany podanim nizké davky 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinu (MPTP), ktera
vedla Kk postupnému a stalému zhorSeni celkové motorické aktivity a stabilnim projevim
choroby, jako jsou tfes, ztuhlost, zpomaleni pohybu, problémy s rovnovahou a zhorSeni hrubé
i jemné motoriky [88].

Po pul roce od autologni transplantace z iPSCs odvozenych neuralnich bunék (Obr. 3),
byla motoricka aktivita zvySena o 146 % a po dvou letech byla aktivita zvySena témét o 188 %
V porovnani se stavem pred transplantaci. Po roce od transplantace nevykazoval zvifeci model
choroby vyse uvedené symptomy, coz se do konce studie nezménilo. Na konci studie bylo
posmrtné¢ provedeno vySetfeni mozku. Data ziskand zcelého experimentu naznacuji,
Ze nezbytné je zajiSténi preziti dostatecné vysokého poctu transplantovanych neuronti, v ramci
experimentu se jednalo ptiblizné 0 13 000, a obnoveni inervace putamenu, jednoho z bazalnich
ganglii. V ramci experimentu nedoslo k propuknuti imunitni nebo zanétlivé reakce, ani nebyla

pozorovana tvorba nadoru [89].
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Obrazek 3: Zviteci model autologni transplantace dopaminergnich neuronti ziskanych z indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék [89].

Vyse uvedeny experiment jednozna¢né doklada vyuzitelnost bunécné terapie pro 1écbu
Parkinsonovi choroby. Diferenciace kmenovych bunék do neuralnich bunéénych linii vSak
zlstava komplikovana kviili nizké efektivité. Dal$i moznosti je pfima pfeména gliovych bunék
do konkrétnich funkénich neuront in vivo skrze virovou expresi specifickych transkripénich
faktord. V ramci mysiho modelu jiz byla uspésné¢ provedena preména gliovych bunék
do neuroblast a nasledné funkénich neuront, které byly Gspésné zaclenény mezi piitomné
neurony ve striatu. Potvrzeni u¢innosti metody vyzdvihuje slibny potencial metody v 1é¢bé PD

[90].
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4 KMENOVE BUNKY A AMYOTROFICKA LATERALNI
SKLEROZA

4.1 Amyotroficka lateralni skleréza

Amyotroficka lateralni sklerdza (ALS, Amyotrophic Lateral Sclerosis), znama také jako
Lou Gehrigova choroba, je smrtelnd neurodegenerativni porucha charakterizovana postupnou
degeneraci hornich i dolnich motorickych neuronii. Pfiznaky, kam fadime kiece, atrofie svalt
a jejich slabost, zaskuby svalovych vlaken a problémy se zahajenim volnich pohybi, se
na pocatku vyskytuji v jednom misté, odkud se poté §iti do vSech motoneuronti. Tyto ptiznaky
jsou spojeny se stazenim axonu a postupnou denervaci svall. Ptiblizné 3 — 5 let po propuknuti
nemoci dochazi k umrti pacienti v disledku ztraty motoneuroni dychacich svala [91].

Krom¢ vySe uvedenych ptiznakii se u choroby velmi casto vyskytuji kognitivni
nedostatky a poruchy, které jsou spojeny s frontotemporalni demenci (FTD, frontotemporal
dementia). Nasledné¢ byla vyslovena myslenka, ze ALS a FTD sdili bézné patologické
mechanizmy, a proto jsou tyto dvé choroby ¢asto studovany spole¢né [92].

Ackoli vétSina ptipadd ALS tvofi sporadicka forma, pfiblizn€ 10 % ptipadl je spojeno
s dfiveéjsSim vyskytem onemocnéni v rodiné a fadime je tedy k familiarni formé ALS.
Nerozeznatelnost obou forem naznacuje, ze by k jejich Uspésné 1€cbé postacoval jednotny

terapeuticky piistup [93].

4.2 Genetické faktory

Prvni objeveny gen ve spojeni s ALS byl SOD1 (superoxide dismutase 1), ktery koduje
enzym superoxid dismutdzu s antioxidanim U€inkem. Patfi mezi nejvice zkoumané geny
a doposud bylo objeveno pfiblizné 180 rozdilnych mutaci u pfipadii ALS, z nichz nékteré
ovlivituji skladani enzymu [94]. Vzniklo mnoho dalSich hypotéz jakym zptisobem mohou
zmutované SOD1 enzymy piisobit na patologii choroby, mimo jiné zvySenim oxida¢niho stresu,
poruchou funkce mitochondrii [95], hromadénim proteinovych shluki, poruchou homeostazy
proteinii a poruchou homeostazy kovi, jelikoz nékteré formy superoxid dismutdzy véazou
na své aktivni misto kovy jako méd’, zinek nebo mangan [96].

U genu TARDBP (Transactive Response DNA-Binding Protein), ktery koduje protein
TDP-43, byla v roce 2008 odhalena spojitost s ALS a od té doby bylo objeveno jiz 40 odlisnych
mutaci. Protein TDP-43 je RNA vazajici protein, ktery se standardné¢ pohybuje mezi
cytoplazmou a jadrem, tim se Gcastni procesu zpracovavajicich RNA, tedy transkripce, sestiihu

hnRNA (heterogenni nuklearni RNA) a translace [97].
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Dalsim genem, ktery také exprimuje RNA vazajici protein, je FUS (fused in sarcoma).
Mutace gentt FUS a TARDBP zpuisobuji tvorbu cytoplazmatickych shlukd, které jsou ukazateli
zdravi motoneuronu, ackoli jejich pfesny mechanismus ptispivajici K patologii choroby ziistava
nejasny. Tyto shluky jsou slozeny z velkého poctu proteind, ale hlavni slozkou nalezenou
v mozku a miSe pfi pitvé byl protein TDP-43 [98].

Gen CHCHD10 (coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 10) je
lokalizovéan v mezimembranovém prostoru mitochondrii, kde se tiCastni oxidativni fosforylace.
Urc¢ité mutace tohoto genu zptisobuji odchylky ve funkci mitochondrii. Diky prudkému vyvoji
Vv oblasti sekven¢nich technologii je v soucasné dobé objevovano mnozstvi genii spojenych
s ALS, respektive FTD patologii a vétSina genl se choroby ucastni bez ohledu na to, zda se

jedna o sporadickou nebo familiarni formu [94].

4.3 Kmenové buriky a amyotroficka lateralni skler6za

4.3.1 Embryonalni kmenové buiiky
JiZ v roce 2005 byly ESCs uspés$né diferencovany do lidskych motorickych neuront.

Od té doby byly ESCs uzivany predevsim k tvorbé& zvifecich modelt familiarni formy ALS.
Jedna z nedavnych studii odhalila, ze krom¢& motorickych neurond maji v prub&hu onemocnéni
vyznamnou roli také gliové bunky. Pfi spolec¢né kultivaci mysich gliovych bunék se specifickou
mutaci SOD1 genu a zdravych lidskych motorickych neuronii, byla u motorickych neuronti
objevena vys§i citlivost k toxicité mutovanych gliovych bunék [99].

Velmi podobna studie vyuzivajici astrocyty s jinou mutaci SOD1 genu, vedla k podobné
ztrat¢ motorickych neurond, kterd byla spojena se zvySenou zanétlivou reakci a oxida¢nim
stresem. Pridavek antioxidantd, specificky antioxidantu ,,apocynin®, byl schopen obratit tento
proces a zajistit preziti motorickych neuront [100].

Oba experimenty naznacuji, ze Skodlivé prostfedi zplisobené mutacemi choroby brani
uspeésné terapii transplantaci motorickych neuronti. Ackoli transplantace v my$im modelu

ukazala pocateéni zlepSeni, transplantované motoneurony po kratké dob¢ zanikly [99].

4.3.2 Indukované pluripotentni kmenové bunky
Stejné jako ESCs jsou i iPSCs vyuzivany k tvorbé a studiu modelt choroby (Obr. 4),

ale pouze iPSCs ziskané od pacienti umoZziuji analyzovat sporadickou formu ALS.
Pti obdobném experimentu k vyse uvedenému, kdy byly spolecné kultivovany astrocyty

odvozené ziPSCs puvodem od pacienta s mutaci proteinu TDP-43, a motorické neurony
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ziskané taktéz z bunécnych linii iPSCs, nebyla prokazana toxicita astrocytii. Rozdilné vysledky

experimentli naznacuji, ze je nutné hlubsi pochopeni patofyziologie ALS [101].
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Obrazek 4: Schéma zobrazujici pfipravu fenotypicky specifickych iPSCs a jejich vyuziti v terapii
amyotrofické lateralni sklerozy [102].

4.3.3 Neuralni kmenové buiky
Mnozstvi studii se zabyva moznym terapeutickym potencialem neuralnich kmenovych

bungk. V jednom z experimenti na mySim modelu s mutaci SOD1 byly transplantované NSCs
schopny zpozdit propuknuti a zpomalit priib&éh klinickych ptiznakit ALS. Prosp&$ny efekt
transplantace NSCs byl zprostfedkovan tadou dalSich procest, jako naptiklad produkci
vyzivnych faktort, snizenim nadmérné tvorby astrocytl a zanétlivé reakce. Podobnych
vysledkil bylo dosazeno s neurdlnimi kmenovymi buitkami, které byly odvozeny z linii iPSCs

[103].

4.3.4 Mezenchymalni kmenové buniky
Na rozdil od jinych typG kmenovych bunck, které jsou pfimo schopny premény

vV motorické neurony, bunécnd terapie pomoci MSCs vyuziva jejich schopnost parakrinni

sekrece fady faktord, které mimo jiné moduluji imunitni reakce, plisobi proti jizveni, podporuji
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novotvorbu cév a prizniveé ovliviiuji mnozeni bun¢k. Predpoklada se, ze nékteré z nich by mohly
mit vliv na opravné mechanizmy a ptestavbu tkani po poskozeni [104].

Nekteré populace MSCs produkuji z mozku odvozeny neurotroficky faktor (BNDF,
brain-derived neurotrophic factor) a nervovy ristovy faktor, které podporuji rist axond, zlepSuji
spravné propojeni neuront v mozku i mise, a ovliviuji tvorbu dendritd i synapsi ve vyvijejicim
se mozku. Tyto vlastnosti naznacuji, ze vyuziti ochranného vlivu MSCs na nervové tkané se

zda byt velmi slibnym terapeutickym ptistupem [103].
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5 KMENOVE BUNKY A ROZTROUSENA SKLEROZA

5.1 Roztrousena skleroza

Roztrousena skleroza (MS, Multiple Sclerosis) je choroba zpusobujici ztratu
myelinizace centralniho nervového systému, ktera postihuje pievazné mladé pacienty. Ackoli
pfi¢iny vzniku onemocnéni zlstavaji z vétsi ¢asti neznamé, MS je fazena k autoimunitnim
chorobam [105].

Rozvoj onemocnéni je spojovan s n¢kolika soucasné pusobicimi faktory, kam fadime
genetickou predispozici, vliv zevniho prostiedi (napf. vystaveni virovym infekcim)
a nedostatek vitaminu D. K pocate¢nimu poskozeni se ptidava perivaskularni zanétliva reakce,
ktera je povazovana za pfiinu zhrouceni hematoencefalické bariéry u pacienti s MS. Toto
zhrouceni vede K chronickému pronikani leukocyttit do CNS a napadani gliovych bungk, jez
vede ke ztraté¢ myelinizace neuronti [106].

Ztrata myelinovych vrstev zpusobuje omezeni v pienosu akéniho potencidlu podél
nervi a vede k porucham kognitivnich funkci a invalidité, typickym znakiim onemocnéni.
Z toho divodu se v soucasnosti 1é¢ebné postupy zaméfuji na zmirnéni nebo zablokovani

autoimunitni reakce [107].

5.2 Genetické faktory

Ptesto, Ze na propuknuti MS mé vliv mnoho faktordi, mnoZzstvi ditkazi naznacuje, ze
vliv genetickych faktorl je rozhodujici. VétSina imunologickych gentl, spojenych s patologii
onemocnéni, je dilezitd pro odezvu T lymfocytt. Patii sem cytokinové receptory pro IL-7
a IL-2, dale TYK2 , tyrosine kinase 2, IL-10 a 1L-12 [108].

Dalsi zkoumanou oblasti jsou epigenetické modifikace, kdy dochazi k dédicnym
zménam v genové expresi bez zmény DNA sekvence. Modifikace jsou zprosttedkovany
upravou histond, metylaci DNA a zménou exprese microRNA. VétSina téchto zmén ovlivituje
imunitni systém, zejména pak T lymfocyty. Predpoklada se, Ze obnovou funkce kritickych
gend, které reguluji imunitni odpovéd’, je mozné dale zkoumat vliv epigenetickych zmén

na patologii choroby [106].

5.3 Kmenové bunky a roztrousena skleroza
Zviteci modely nebyly v pfipadé autoimunitniho onemocnéni schopny poskytnout
dostatecné komplexni pohled na patologii choroby. Pies opatrnost pfi vyuziti iPSCs pro

klinické aplikace, kvali vyuziti exogenni DNA k indukovani pluripotentniho stavu a kvuli
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ptitomnosti epigenetickych zmén v nékterych programovanych bunécnych liniich, jejich
vyuziti se pii ziskani efektivnich modelti choroby zda velmi slibné. Modely zalozené na iPSCs
od pacienti s MS by byly schopny poskytnout nahradu za nepfistupnou mozkovou tkan
a zaroven by obsahovaly specifické genetické pozadi choroby, coz by podpofilo studium

novych 1é¢iv a dalsich typu terapie [109].

V nedavné dobé byla povolena klinicka studie 1écby MS autologni transplantaci
mezenchymalnich kmenovych bunék. Od téchto MSCs se ocekava vysoky potencial
k diferenciaci do buné¢nych linii neuralni tkan¢ a schopnost posilit pfitomné kmenové bunky
v mozku a miSe skrze vyzivné faktory. Ocekavani vychazi ze studie zvifeciho modelu MS, ktera
ukazala, ze transplantace neuralnich progenitorovych bunék ziskanych z MSCs vedla

k podpofe opravnych mechanizmi v oblasti ztraty myelinizace [110].
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6 KMENOVE BUNKY A HUNTINGTONOVA CHOROBA

6.1 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HD, Huntington’s Disease) je vzacné neurodegenerativni
onemocnéni, jez propuka v praméru mezi 35. a 42. rokem véku. Choroba je charakteristicka
ptedev§im ndhodnymi pohyby riznych ¢asti téla (tzv. chorea) spolu s celkovym zpomalenim
pohybii a poruchou jejich koordinace. Mimo motorickych symptomil jsou typické zmény
osobnosti, problémy s pozornosti a chapanim, podrazdénost s vybusnymi projevy emoci
a demence [111].

HD je autozomaln¢ dominantni onemocnéni zptisobené zmnozenim CAG nukleotidové
sekvence v genu, ktery exprimuje bilkovinu huntingtin. CAG sekvence koduji polyglutaminova
opakovani v mnozstvi pfiblizné 11 — 30, vice nez 36 opakovani je jiz povazovano za prah
patologie, ktera vede k rozsahlé ztraté bundk ve striatu pacienttl [112]. Stépeni mutovaného
proteinu huntingtin vede ke vzniku kratkych agregujicich peptidd, které jsou pro bunky toxické
[113].

V soucasné dob¢ neexistuje farmakologicka 1éc¢ba schopna zpomalit nebo zastavit
postup choroby. Nékteré 1éky jsou schopny docasné zmirnit motorické obtize a psychiatrické

poruchy, ale samotné patologické mechanizmy HD nijak pozitivné neovlivituji [114].

6.2 Kmenové buiiky a Huntingtonova choroba

Bunécna terapie vyuZzivajici transplantaci novych bunck, které nahrazuji ztracené
neurony nebo podporuji funkci oslabenych bun€k, poskytuje velmi slibny terapeuticky ptistup
I v pfipadé 1é¢by Huntingtonovy choroby (Obr. 5) [116].

Jednim z prvnich testi byla transplantace embryondlni tkané striata pacientim s HD.
Vysetfeni mozku po transplantaci odhalilo pieziti transplantatu, ackoli v nedostate¢ném
mnozstvi. Pfedevs§im se ukézalo, Ze u transplantati embryonélnich kmenovych bunék dochazi
K odmitnuti §t€pu [117].

Dal$i moznosti bunécné terapie jsou mezenchymalni kmenové buiiky schopny vyrazné
ovlivilovat imunitni systém. Také jsou schopny uspésné potlacit mnozeni a reakci T lymfocytt
nebo snizovat aktivitu pfecitlivélych dendritickych bunék a makrofagi, coz snizuje
pravdépodobnost odmitnuti transplantatu. Jednim z nejvétSich omezeni MSCs je jejich
neschopnost diferenciace Vv neuralni bunky, ackoli néktefi védci uvadéji, Zze schopnost
diferenciace maji, ale vyskytuje se velmi vzacné u méné€ nez 1 % transplantovanych MSCs

[116].
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Alternativou k vyuziti MSCs je transplantace NSCs, které maji velkou tendenci
diferencovat do neuralnich fenotypi. Na druhou stranu existuje piedpoklad, ze pftes
kratkodobou funk¢éni obnovu, bude transplantat NSCs nakonec organismem pacienta odmitnut
[118].

S ohledem k vyse uvedenym vlastnostem obou typi kmenovych bun¢k byl proveden
experiment zkoumajici, zda spole¢na transplantace MSCs a NSCs dosahne vyssi efektivnosti
nez samotna transplantace jednoho, pfipadné druhého typu. Tento experiment provedeny
na mySich modelech HD potvrdil, Ze spole¢nad transplantace prodlouzila délku pieziti
transplantatu az na 20 tydnt, po které byl pokus sledovan. Také bylo potvrzeno, ze pouziti
MSCs poskytuje vyhodné mikroprostiedi zahrnujici lokalni zklidnéni imunity, které muze
usnadnit preziti a efektivnost ostatnich typt bunc€k, vtomto ptipadé NSCs, coz vede

k dlouhodobému zpomaleni degenerativniho chorobného procesu [116].

Enriched environment

Reduction of mutHTT content by
Zinc Finger Proteins
RNAi, ASO
Autophagy/ proteosomal degradation

Stem cell therapy
Human embryonic stem cells
Human-induced pluripotent stem cells

Pharmacological intervention of
Protein/ histone acetylation
mutHTT phosphorylation
mutHTT aggregate formation
Mitochondrial function

Obrazek 5: Schéma terapeutickych pfistupii v 1é€bé Huntingtonovi choroby [115].

Indukované pluripotentni kmenové buiiky jsou i v pfipadé HD vyuZity k tvorbé modela
onemocnéni, které by umoznily lepsi pochopeni patologickych mechanizmii a poskytly
prostiedi pro testovani 1€kt [119].

Zajimavou moznosti, kterou pfinesl objev iPSCs a pokrok v oblasti genové manipulace,
je ziskani iPSCs od pacienta s HD a jejich nasledna geneticka oprava. V experimentu byly
ziskany fibroblasty pacienta s HD a nasledné pieprogramovany v iPSCs. Pomoci techniky
homologni rekombinace byla zmnozena CAG sekvence nahrazena fyziologickou. Takto
geneticky opravené iPSCs jiz neprojevovaly znamky fenotypu choroby, zachovaly si schopnost

pluripotence a byly schopny se diferencovat in vivo i in vitro do specifickych neuront striata.
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Vysledky experimentu jednozna¢né podpofily moznost vyuziti iPSCs v ramci transplantacni
terapie HD [112].
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7 VYUZITI KMENOVYCH BUNEK PRI LECBE PORANENI
MICHY

7.1 Poranéni michy

Pric¢iny poskozeni michy (SCI, spinal cord injury) jsou ¢asto spojeny s nehodami nebo
nasilim, ovSem vyraznd Cast poskozeni je pfipisovana sedavému zivotnimu stylu, ktery

Poskozeni nebo preruseni axond, ztrata neuronti a gliovych bun€k i ztrata myelinizace
jsou nejcastéjsimi disledky poranéni michy. Vyznamnym rysem SCI i dal§ich chorob CNS je
ztrata myelinizace i neposkozenych axont, ktera prispiva ke ztrat¢ funkcnosti [121].

Krom¢ pocateCniho mechanického poskozeni se v pribéhu nékolika hodin ¢i dni
objevuji sekundarni patologické procesy, kam patii ischemie, hypoxie, nadmérna tvorba

volnych radikall a excitotoxicita [122].

7.2 Kmenové buiiky a poranéni michy
Pfirozena schopnost regenerace je v CNS velmi limitovana, proto se vétSina vyzkumd,
které vyuzivaji kmenové bunky pii SCI, zamétuje na podporu ristu axont, zmirnéni degenerace

a sekundarnich patologickych procesu [123].

Vyzkumy ukazuji, Ze NSCs mohou vyvolat zna¢ny rGst axond hostitele po jejich
poranéni, a to 1 bez samotné diferenciace kmenovych bunck. Pravdépodobnym mechanizmem
uc¢inku NSCs je produkce rustovych faktort NGF (nerve growth factor), BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) a GDNF (glial cell-derived neurotrophic factor), které podporuji rist axont
mnoha typd, véetné motorického nebo senzorického [124].

Tento mechanismus byl potvrzen v praci z roku 2002, kdy NSCs taktéz nepodléhaly
diferenciaci v buné&né linie neuralni tkané a jejich pozitivni vliv tedy zdstal prevazné
humoralni [125].

Studie, ktera vyuzivala embryonalni kmenové buiky, se zabyvala terapeutickym
pfinosem obnovené myelinizace. V této studii byly ESCs diferencovany do oligodendrocyti,
které fyziologicky zajist'uji tvorbu myelinové pochvy axoni. Byly pouzity dva mysi modely
lisici se stafim poskozeni. V ptipad€ sedm dni starého poSkozeni byla zjisténa rozsahla obnova
myelinizace a zlepSeni motorickych funkci. U druhého modelu, kdy bylo pferuseni michy staré¢

10 mésicl, nebyla zaznamendna obnova myelinizace, ani obnova funkcnosti. Ackoli
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transplantace v obou piipadech probéhla uspésné, v druhém piipadé se predpokladal vliv
opozdéné ztraty oligodendrocyti v piipadé SCI [123].

Nejslibngjsi se v tuto chvili jevi vyuziti iPSCs v terapii SCI, kde byla potvrzena jejich
schopnost diferencovat ve specifické neurony dle cilové oblasti transplantace a zachovat
funkénost v mySich modelech akutniho poSkozeni michy. AvSak jejich UspéSné pouziti

v klinické praxi vyzaduje dalsi experimenty a studie [120].
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8 VYUZITI KMENOVYCH BUNEK PRI CEVNI MOZKOVE
PRIHODE
8.1 Cévni mozkova prihoda

Cévni mozkova piihoda (BS, brain stroke), znama jako mozkova mrtvice nebo mozkovy
infarkt, je vyznamnou pfi¢inou umrti nebo invalidity dospélych. Celosvétove pripada roéne 250
az 400 umrti zpusobenych cévni mozkovou piihodou, na kazdych 100 000 obyvatel.

V soucasnosti je hlavnim 1ééebnym postupem pouziti rekombinantniho aktivatoru
tkanového plasminogenu. Rehabilitace pacientti po BS by méla pomoci s obnovou mozkovych
funkci, ale jeji t€inky nejsou optimalni [127].

V nedavné dobé se ohniskem zdjmu v 1é€bé cévni mozkové piihody staly kmenové
bunky, zejména mezenchymalni, ale i embryonalni, indukované pluripotentni a kmenové bunky
izolované z tukové tkang. U¢innost téchto bundk byla zkoumana v preklinickych a klinickych
studiich. V preklinickych studiich byla doposud bunééna terapie schopna snizit velikost oblasti

zasazené infarktem a zlepSit obnovu neuralnich funkci [128].

8.2 Kmenové buiiky a cévni mozkova prihoda

Studie ukazala, ze ackoli neuralni kmenové buiky ziskavané z iPSCs jsou schopny
podpotit neurogenezi v mozku, nedéje se tak piimou bunéénou nahradou exogennimi NSCs,
ale skrze solubilni faktory podobnym mechanizmem ucinku, ktery je typicky pro
mezenchymalni kmenové buriky [129].

V ramci klinickych pokusti jsou vyuZzivany pfedev§im mezenchymalni kmenové buiiky,
které je mozné lehce ziskat z riznych tkani, nejsou s nimi spojeny zadné etické otazky, jsou
bezpec¢né a produkuji ristové faktory [130].

Funk¢ni transplantaci MSCs pfi 1é¢bé cévni mozkové piihody je mozné popsat pomoci
teoreticky predpokladanych krokt, které zahrnuji prichod hematoencefalickou bariérou,
dosazeni poSkozené oblasti, Gpravu imunitni odpovédi a ndhradu ztracenych nervovych bunék.
V experimentech na zvitatech byly MSCs schopny proniknout do mozku a nahradit poskozené
buiiky. Hematoencefalickd bariéra Clovéka se vSak li§i od zvifeci, coz se ukdzalo byt

problémem v klinickych testech [131].
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Pfimé transplantace do postizené oblasti mozku, pomoci stereotaktické injekce,
umoznuje prekonat hematoencefalickou bariéru a také je timto zptisobem dosazeno ucinku pfti
niz8§i davce kmenovych bunék. Vyznamnym negativem tohoto postupu je moznost
nekontrolované migrace kmenovych bunék do mozku, ktera mize zpisobit vznik

nebezpecnych bunéénych shlukt [132].

Neuroprotection
Immune suppression
Normalization of

NSC Neuroblast Astrocyte Neuron Microglia Activated Extracellular Protein mRNA miRNA
Newborn N x
microglia vesicle

13Xl s %1 @ @2~

\ astrocyte neuron  stem cell

Obrazek 6: Mechanizmy u¢inku mezenchymalnich kmenovych bunék v 1é€beé cévni
mozkové piihody [130]

Ackoli 1é€ba cévni mozkové piihody pomoci kmenovych bunék doposud neukazala
vyznamny piinos, zejména MSCs (Obr. 6) v soucasnosti zlstavaji jedinou cestou ke zlepSeni
mozkovych funkei pacientil s BS. Terapeuticky G€¢inek by mohl byt pozitivné ovlivnén novymi
postupy pfi izolaci, kultivaci, selekci konkrétnich bunéénych typt a aplikaci kmenovych bunék.
PredevS§im je zde potieba dalSich studii, na jejichz zakladé¢ by bylo mozné uziteCnost

kmenovych bungk pii 1é€bé BS zhodnotit [133].
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9 ZAVER

V této bakalatské praci jsem se zabyval moznosti vyuziti kmenovych bunck v ramci
studia a terapie neurodegenerativnich onemocnéni. Nejprve jsem zminil v souCasnosti
vyuzivané typy kmenovych bun¢k a jejich prednosti, dale jsem kratce popsal jednotliva
onemocnéni, pfi¢iny vzniku, mechanizmy puasobeni a dosavadni terapeutické pfistupy.
K jednotlivym onemocnénim jsem poté uvedl soucasné poznatky, zabyvajici se vyuzitim
kmenovych bun¢k a predpokladany smér dalSich studii.

Jednotlivé typy kmenovych bunék jsou vyuzivany k rtiznym terapeutickym postupiim,
specificky vyuzitelnym u konkrétnich onemocnéni. V nékterych piipadech, jako je naptiklad
Parkinsonova choroba, se vyuziva nahrada ztracenych bun¢k v substantia nigra, k ¢emuz jsou
vhodné pfedevs§im indukované pluripotentni kmenové buniky, jeZ je mozné diferencovat v rizné
typy bunck. Huntingtonova choroba je ptikladem geneticky podminéného onemocnéni, coz
znaén¢ komplikuje moznosti 1écby. S pomoci iPSCs védci predpokladaji, ze by bylo mozné
geneticky modifikovat pacientovi buiky, které by poté poslouzily k vytvoreni §tépu. Rizikem
zustava neznalost dlouhodobého vlivu 1é¢by pomoci geneticky upravenych bungk.

U mnoha dal$ich onemocnéni se osvéd¢uji mezenchymalni kmenové buriky, jejichz
komplexni Gcinky jsou schopny zajistit ochranu a podporu vlastni pfirozené regeneraci téla.

Ackoli se vyzkum neurodegenerativnich chorob a stejné¢ tak klinické studie
s kmenovymi burnikami, v poslednich letech posunuly vyrazné vpied, zistavaji tyto oblasti

z velké casti neprozkoumany.
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