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ANOTACE

Tato bakalafskd prace se zabyva bunécnou terapii pomoci kmenovych bunék pii 1é¢bé
neurodegenerativnich onemocnéni. Popisuje jednotlivé typy kmenovych bunék a jejich
potencionalni vyuziti. Soucasti prace je také prehled vybranych neurodegenerativnich

onemocnéni a mozné pristupy jejich 1€cby pomoci kmenovych bunék.
KLICOVA SLOVA

bunécna terapie, kmenové buiilky, neurodegenerativni onemocnéni
TITLE

Cell therapy using stem cells

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on cell therapy using stem cells in the treatment of
neurodegenerative diseases. It describes various types of stem cells and their potential
applications. Additionally, it provides an overview of selected neurodegenerative diseases and

potencional approaches to their treatment using stem cells.
KEYWORDS

cell therapy, stem cells, neurodegenerative diseases
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
ESC — embryonalni kmenové buiiky (Embryonic Stem Cells)

MSC — mezenchymalni kmenové buiikky (Mesenchymal Stem Cells)
1PSC — indukované pluripotentni kmenové buiniky (induced Pluripotent Stem Cells)
BM-MSC — stromalni kmenové buiiky kostni diené (Bone Marrow Stromal Stem Cells)

UC-MSC — mezenchymalni kmenové bunky extrahované z pupecnikové snary (Umbilical
Cord Mesenchymal Stem Cells)

AD-MSC — mezenchymalni kmenové buitkky odvozené z tukové tkané (Adipose tissue
Derived Mesenchymal Stem Cells)

CNS — centralni nervovy systém (Central Nervous System)

NSC — neuralni kmenové buiiky (Neural Stem Cells)

NPC — neuralni progenitorové buiiky (Neural Progenitor Cells)

gNSC — klidové neurdlni kmenové buiiky (quiescent Neural Stem Cells)
fNSC — fetdlni neuralni kmenové buily (fetal Neural Stem Cells)

GRP — glidln€é omezené progenitoroveé buiky (Glial Progenitor Cells)
PSC — pluripotentnich kmenové buiiky (Pluripotent Stem Cells)

AD — Alzheimerova choroba (Alzheimer ‘s disease)

AP — B-amyloidni peptidy (beta amyloid peptides)

APP — amyloidni prekurzorovy protein (Amyloid Precursor Protein)

hUCB-MSC — mezenchymalni kmenové buitkky odvozené z lidské pupecnikové krve (human
Umbilical Cord Blood-derived Mesenchymal Stem Cells)

TEC — epitelialni buniky brzliku (Thymic Epithelial cells)

TEP — thymickeé epitelidlni progenitory (Thymic Epithelial Progenitors)

ASN — abnormalni a-synuklein (Abnormal a-synuclein)

PD-Parkinsonova choroba (Parkinson‘s disease)

DA — dopaminergni neurony (Dopaminergic neurons)

TH — tyrosinhydroxyldza (Tyrosine Hydroxylase)

HD — Huntingtonova choroba (Huntington’s Disease)

HTT — protein huntingtin (Huntington’s protein)

BDNF — mozkovy neurotroficky faktor (BDNF, Brain-derived neurotrophic factor)

ALS — amyotrofické lateralni skler6za (Amyotrophic Lateral Sclerosis)


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21632142/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21632142/

UVOD

Buné¢na terapie pomoci kmenovych bunék predstavuje unikatni zpisob 1é¢by a jedno
z nejperspektivnéjSich odvétvi moderni mediciny. Kmenové buiky lékaji védce kviili jejich
jedine¢nym schopnostem, jako je schopnost délit se a diferencovat do riznych typti bunék,
¢ehoz lze vyuzit pti regeneraci poskozenych tkani. Jednou z moznosti jejich klinického vyuziti
je pii 1écbé neurodegenerativnich onemocnéni, které postihuji miliony lidi na celém svété
a zavazné tak ovliviluji kvalitu jejich Zivota. Soucasné lécebné strategie pouze zmirfuji

symptomy bez vlivu na progresi téchto onemocnéni.

Cilem této bakalafské prace je seznameni s typy kmenovych bunéck, jejich
charakterizaci a potencionalnim vyuzitim, déle stru¢ny popis vybranych neurodegenerativnich
onemocnénich, jako je Alzheimerova, Parkinsonova, Huntingonova choroba a amylotroficka
lateralni sklerdza s analyzou soucasného stavu vyzkumu v oblasti bunécné terapie pomoci

kmenovych bunék.
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1 Bunécna terapie

Bunécna terapie je inovativni zplsob 1écby vyuzivajici pfenosu zivych bunck
do pacienta za ucelem zmirnéni nebo vyléceni nemoci. Bunky pouzivané pii bunécné terapii
mohou pochdzet od pacienta (autologni buniky) nebo od déarce (alogenni bunky) a lze
je transformovat do riiznych typii bunck. Stala se tak vyznamnou inovaci ve zdravotni péci
zamétenou na opravu nebo nahradu poskozenych lidskych bun¢k, tkani a organti za ucelem
obnoveni normalni funkce a vyuzivd se pii 1écbé fady onemocnéni jako je: onemocnéni
nervového a kardiovaskularniho systému, rakoviny, diabetu, onemocnéni kosti a kloubt,

genetickych poruch, aj [1].

Bunééna terapie vyuziva predevsim kmenovych bunék, které maji obrovsky potencial
v 1¢ékaftstvi k 1é¢be riznych onemocnéni a poruch. Kmenové buiiky tak rozsitily chapani vyvoje
1 patogeneze onemocnéni. Navzdory jejich vyznamnému pokroku omezuji jejich uzite¢nost
otazky tykajici se etické kontroverze s embryondlnimi kmenovymi buitkami a tvorby teratomt
[2]. Prestoze zajem o kmenové buiky celosvétové roste, toto nadSeni musi byt zmirnéno
skute€nosti, Ze tento zplsob 1é€by by meél byt nejdiive globdlné klinicky prokazan. Mezi
budouci vyzvy patii zdokonalovani terapeutické manipulace s kmenovymi buiikami, ovérovani
téchto technologii v klinickych studiich a regulace globalni expanze terapii regenerativnimi

kmenovymi buitkami [3].

1.1 Kmenové buriky v bunééné terapii

Pluripotentni kmenové bunky jsou populaci nediferencovanych bunék, které mayji
schopnost sebeobnovy a dokézi se diferencovat do jakékoli buiiky organismu. Existuje n¢kolik
zdrojti kmenovych bunék s riznou Gc¢innosti. Lze je vyuZit k 1é€be riznych onemocnéni, jako
je cukrovka 1. typu, neurodegenerativni onemocnéni, poranéni michy a rakovina [4]. Existuji
tf1 hlavni skupiny kmenovych bunék, které se pouzivaji pro terapeutické ucely: embryondlnich
kmenové buniky (ESC, embryonic stem cell), indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC,
induced pluripotent stem cells) a dosp¢€lé kmenové buiiky, jako jsou mezenchymalni kmenové

buiiky (MSC, mesenchymal stem cells) [5].
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Lidské télo se vyviji ze zygoty a blastocysty, do zdrodecnych vrstev endodermu,
mezodermu a ektodermu. Specifické organy vznikaji ze zarodeCnych vrstev a nckteré
z progenitorovych buné¢k, které¢ se terminaln¢ nediferencuji, ale ziistavaji zachovany jako
tkanové kmenové buiky a Ize je nalézt v kostni dieni, kostech, krvi, svalech, jatrech, mozku,
tukové tkéni, kizi a gastrointestindlnim traktu. Tkanové kmenové buitky mohou byt nazyvany
progenitorovymi bunikami, protoze davaji vznik terminaln¢ diferencovanym a specializovanym
bunkam tkané nebo orgdnu. Schopnost diferenciace se u kmenovych bunék lisi v zavislosti

na jejich ptivodu a odvozeni. Lze je kategorizovat podle jejich diferenciacniho potencialu [6].

i ©,
Zygote Totipotent

liier call nass __» EScel Pluripotent
\ Outer cell mass
(Trophobiast)
Ectoderm Mesoderm Endoderm
v v v
‘-\’_ Neural - »,  Hematopoietic ‘(:ﬁ"\ Crypt
@ slem cell u stem cell \@ stem cell
Adult stem cell ( " Buige (> Mesencrymal - Multipotent
Q ) stem cell @ stem cell .
r\ ~,  Endometrial
| J stem cell?
B @ Stem cell
self-renewal :’ \
® o Transit amplifying
cell
differentiation /\

N /\
A 2 RN

Terminally
® & & & & 6 0 0 differentiated cell
Obrazek 1: Hierarchie kmenovych bunék [2]
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1.2 Embryonalni kmenové bunky

ESC patii mezi pluripotentni kmenové bunky, které jsou odvozené z vnitini bunécné
hmoty blastocysty preimplanta¢nich embryi. Mohou se diferencovat do vSech zarode¢nych
vrstev a lze je diferencovat in vivo pfidanim vnéjSich faktord do kultivaéniho média nebo
genetickou modifikaci [7]. Pfedstavuji jedny z nejslibnéjSich bun€k pro regenerativni medicinu,
avSak pouziti lidskych ESC je omezené znékolika technickych a etickych problému
od zplsobu, jakym jsou odvozeny, charakterizovany, zavedeny a udrzovany, az po jejich
diferenciaci a transplantaci in vitro [8]. DalS$imi komplikacemi souvisejicimi s jejich vyuZzitim
jsou zmeény v jejich epigenetickych profilech, chromozomalni aberace béhem jejich vyvoje
a problémy po transplantaci, jako je riziko nadoru, geneticka nestabilita a odmitnuti imunity

[9].

1.3 Indukované pluripotentni kmenové bunky

iPSC odvozené zepiblastové vrstvy implantovanych embryi jsou produkovany
z dospélych somatickych bungk, které jsou geneticky preprogramovany do stavu podobného
ECS, se kterymi sdileji mnoho charakteristik jako je samoobnovitelnost, pluripotentni
diferenciace, morfologie, genova exprese markert a tvorba teratomil. V soucasné dobé¢ jsou

1PSC uZite€nymi nastroji pro vyvoj lé¢iv, modelovani nemoci a regenerativni medicinu [6].

Retrovirové vektory, které se pouzivaji k zavedeni pieprogramovacich faktort
do dospélych bunck a onkogeny jako c-Myc, omezuji pouziti iPSC v klinické praxi, protoze
mohou zpasobit rakovinu. Navzdory témto bezpeCnostnim problémim mulzeme
preprogramovanim dospélych somatickych kmenovych bunék do nediferencovanych stadii
vygenerovat iPSC, které vytvareji identickou shodu s darcem bunck, a tim ptredchazet
problémim s odmitnutim [8]. Slibné pfinosy ma lécba pomoci autolognich iPSC, av$ak i ta ma
urcitd omezeni. Jejich pfiprava s sebou nese vysoké naklady na 1écbu a k jejich vytvoteni jsou
zapotiebi vice nez tfi mésice. Vyhoda této metody je, Ze neni spojena s imunologickou rejekci
nebo infekci neidentifikovanymi viry ¢i jinymi patogeny. Dalsi vyhoda spo¢iva v moznosti
zisku vice klonli od jednoho darce. Nejrealisti¢téjsi metodou terapie pomoci iPSC je odbér

zasob od riznych HLA-homozygotnich darct [10].
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1.4 Mezenchymalni kmenové buiiky

MSC patii mezi dospélé kmenové bunky, které se mohou diferencovat do riznych
mezenchymalnich tkani. Pochazi z mezodermu a v kostni dieni se tyto buiiky diferencuji hlavné
na kostni, chrupavkové a tukové buiiky. Primarné jsou izolovany z myeloidnich a tukovych
tkani, déle také ze sitnice, jater, zaludecni sliznice, Slach, chrupavek, placenty a pupecnikové
krve. Studie ukazaly, ze MSC lze diferencovat na buiiky, které nejsou odvozené z mezodermu,
jako jsou gliové buiiky a neurony [2]. Maji omezenou diferenciacni kapacitu a ukazalo se,
imunogenicitu, a proto jsou béhem transplantace dobfe snaSeny [4]. Maji imunosupresivni
funkce, které zabranuji proliferaci aktivovanych T lymfocytil, inhibuji sekreci cytokinil
a potlacuji signalizaci vedouci k bunécné smrti. Dalsi jejich vyhodou je, Ze nevyvolavaji

otazky etické kontroverze [6].

MSC maji riznou charakteristiku v zavislosti na organu, ze které¢ho jsou izolovany.
Stromalni kmenové bunky kostni dien¢ (BM-MSC, bone marrow stromal stem cells), maji
vyuziti jak v autolognim, tak v alogennim kontextu. Proces izolace bun¢k z kostni dfen¢ je vSak
doprovazen rizikem infekce a ma niz$i Gi€innost nez jiné zdroje MSC [11]. Kmenové bunky
odvozené z tukové tkan€ maji silnou charakteristiku adipogenni diferenciace, proto se vyuzivaji
jako alternativa k BM-MSC . MSC extrahované z pupe¢nikové $iiry (UC-MSC, umbilical cord
mesenchymal stem cell) se dostavaji do centra pozornosti diky jejich snadnému odbéru
ve srovnani s jinymi kmenovymi buitkami. Maji lepsi prolifera¢ni a diferenciacni schopnosti
oproti BM-MSC a MSC odvozenych ztukové tkané (AD-MSC, adipose tissue derived
mesenchymal stem cells). UC-MSC vyvolavaji obavy kvili jejich nizké uspé$nosti béhem
extrakce, coz je zpusobeno expozici kryogennich protektori béhem kryogenniho skladovani.
Maji téZ omezenou schopnost sebeobnovy, pfi¢emz pii dlouhodobém kultivaénim procesu

starnou rychleji nez jiné typy kmenovych buné¢k [12].
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1.5 Historie

Myslenka hojeni ran a regenerace organu je stara jako lidstvo samo a odrazi se jiz
ve starovékém feckém mytu o Prométheovi, ve kterém mu orel kazdy den trhal jatra z tcla,
kterd mu pies noc opét dorostla. V moderni medicin€ zacal vyzkum zahrnujici kmenové buiiky
a regeneraci organi s prvnimi pokusy o transplantaci kostni dfen€ na zvitatech v 50. letech 20.
stoleti. Tyto prikopnické studie vydlazdily cestu pro transplantaci lidské kostni diené na konci
60. let 20. stoleti a odhalila se tak existence kmenovych bun¢k. Prvni populace kmenovych
bunék byla identifikovana v kostni dfeni dospélych mysi McCullochem a Tillem. Prikopnicka
prace na téchto koloniich tvoficich jednotkové buinky sleziny, pozdé€ji nazyvané
hematopoetické kmenové buiiky, stanovila dvé funkéni vlastnosti populace kmenovych bunék:
sebeobnovu a multipotenci [2]. V roce 1962 védec John Gurdon uspésné klonoval Zaby
prenesenim jadra ze somatickych bunék do oocytu. Vysledky jeho experimentu zptisobily zvrat
vyvoje somatickych bunék a staly se obrovskym objevem, protoze se diive véfilo, ze bunécna
diferenciace je pouze jednosmérnd. Avsak tento experiment odhalil, Ze je mozné, aby somaticka

burika znovu ziskala pluripotenci [1].

Od 90. let 20. stoleti doslo k vyznamnému rozsiteni zakladniho a klinického vyzkumu
v oblasti izolace, generovani a aplikace rliznych typu terapeuticky vyuZitelnych kmenovych
bunék. V roce 1998 byly poprvé izolovany lidské ESC a o dvanact let pozdéji, v roce 2010 bylo
USA udé€leno povoleni k jejich klinickym studiim. Prvni linie ESC byla vytvofena z mySich
embryi v roce 1981 metodou prakticky identickou s krali¢imi modely, které pouzili Cole RJ
a kol. asi 0 30 let diive. Tyto ESC byly pouzity pro zavedeni specifickych genovych modifikaci
u mysi. V roce 2007 ziskal Sir Martin Evans Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu za jeho
ptinos k vyvoji zvifecich modelti nemoci pomoci cilené genetické modifikace ESC [7]. Zlom
v terapii pomoci kmenovych bun¢k nastal v roce 2006, kdy védci Shinya Yamanaka spole¢né
s Kazutoshi Takahashim objevili, Ze je mozZné pieprogramovat multipotentni dospélé
kmenové buiiky do pluripotentniho stavu, ¢imz se zabrdnilo ohrozeni Zivota plodu. Nejdiive
provedli transdukci mysSich fibroblastiia o rok pozdé€ji experiment uspél i s lidskymi bunikami.
Tato novd forma kmenovych bun€k byla pojmenovana iPCS [8]. V roce 2007 byl popsan
koncept terapeutického vyuziti iPCS na mySim modelu srpkovité anémie. Homologni genova
korekce zprostfedkovand rekombinaci u mutantnich iPCS umozZnila vylécit onemocnéni
u darcovskych mysi, coz ukazalo potencial vyuziti iPSC pro regenerativni medicinu. Prvni
klinickou studii, ktera pouzila autologni iPSC k 1écbé¢ pacienta s vékem podminénou makularni

degeneraci, zah4jil v roce 2014 japonsky védec Masayo Tkahaski [2].
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2 Kmenové buriky pri léCbé neurodegenerativnich onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou chronické, progresivni a smrtelné neurologické
poruchy centralniho nervového systému (CNS, central nervous systém), pfi kterych dochazi
k degeneraci specifickych podskupin neuront, jako jsou dopaminergni, cholinergni
a motorické neurony. Kli¢ovym patologickym rysem téchto onemocnéni je hromadéni chybné
slozenych proteinti v mozku, coz vede k dysfunkci nervového systému. Bylo prokéazano,
ze etiologie téchto onemocnéni souvisi s fadou bunéénych a molekularnich mechanismu,
patogeneze vSak ziistdva nejasna a patogenni faktory jsou slozité. U vétSiny pacientl je v€asna
diagnéza ztizena také nedostatkem ucinnych biomarkeri [13]. V soucasné dobé& postradaji
neurodegenerativni onemocnéni u¢innou 1é¢bu, kterd by zabranila rozvoji onemocnéni. Mezi
mozn¢ alternativni zptsoby 1écby patii bunécna terapie, zejména s pouzitim kmenovych bunék.
Transplantace neurdlnich kmenovych buné¢k (NSC, neural stem cells) je studovana jako
potenciondlni terapeuticky pfistup a zd4 se, ze mé piiznivy ucinek proti neurodegeneraci
prostfednictvim rdznych mechanismi, jako je produkce neurotrofickych faktorti, sniZeni

neurozanétu, zvyseni plasticity neuronti a nahrada buné¢k [14].

Pro terapeutické Ucely jsou k dispozici riizné potencialni zdroje kmenovych bunék.
Mezi né patii MSC, které mohou slouzit jako spolehlivy zdroj nervovych bunék pro potencialni
bunécnou substitu¢ni terapii nebo 1écbu regenerativni medicinou [13]. Dal$i moznost je pouZiti
NSC, které jsou schopny generovat neurony a glie béhem vyvoje centralniho nervového
systému [14]. Vzhledem k nedavnym pokrokiim v oblasti kmenovych bunék lze NSC odlisit
pfimo od pluripotentnich kmenovych bunék, jako jsou lidské ESC a iPSC, pomoci bunécnych
signalti a morfogent zapojenych do vyvojovych procesti [14]. NSC mohou byt odvozeny
z riznych druhl a mnoha zdrojl, vcetné jiz zminovanych ESC a iPSC, dale také z dospélych
CNS nebo pfimym pieprogramovanim neuralnich bunék. Nejbéznéjsi technikou je vSak izolace

primarnich NSC ptimo z tkané€ plodu [20].
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2.1 Neuralni kmenové buiky

Neuralni kmenové buiiky jsou samoobnovujici, multipotentni bunky, které béhem
vyvoje generuji neurony, gliové bunky a udrzuji homeostdzu mozku. NSC ptedstavuji
atraktivni nastroj pro vyvoj regeneracnich terapii a jsou testovany v klinickych studiich
pro nékolik neurologickych onemocnéni [15]. Béhem vyvoje jsou nervové kmenové buiky
zodpoveédné za tvorbu centralniho nervového systému, diferencuji se na radidlni gliové bunky
a proliferuji do skupin neuralnich progenitorovych bunék (NPC, neural progenitor cells) [19].
NPC jsou tfidou neurdlnich prekurzorovych bunék, které maji omezengjsi ucinnost a kapacitu
pro sebeobnovu oproti NSC [20]. Proliferace NCS probihd dvéma zpisoby: symetrickym
délenim, pfi kterém dochézi k produkci dvou kmenovych nebo dvou progenitorovych bunék
a asymetrickym délenim, pfi kterém se produkuje jedna novd kmenova a jedna progenitorova

buiika [25].

NSC mohou potencidlné migrovat do poSkozenych oblasti, aby podpofily funkéni
a strukturni opravu tkané. Kromé toho maji schopnost vyluc¢ovat trofické faktory, které mohou
stimulovat endogenni opravné mechanismy. Podobné jako MSC mohou mit NSC
imunomodula¢ni u€inky a bylo dokédzano, Ze jejich transplantace inhibuje proliferaci T-bungk.
VSechny tyto vlastnosti ¢ini NSC atraktivnim zdrojem pro regeneraéni terapii [15]. Dalsi
jedinecnou charakteristikou je jejich schopnost zlstat v klidu po dlouhou dobu, coz poskytuje
rezervni zasobu bun¢k dostupnych pro regeneraci tkani po cely Zivot [16]. NSC mizeme délit
podle zptsobu kultivace. Endogenni NSC jsou kultivovany in vivo, zatimco exogenni NSC
in vitro. Za normalnich podminek jsou endogenni NSC v téle ve statickém, nediferencovaném
klidovém stavu. Tyto bunky jsou nazyvany jako klidové NSC (qNSC, quiescent neural stem
cells), které udrzuji dynamickou rovnovahu v zasobnich kmenovych bunkach. Jakmile jsou
vystaveny vnéjSim podmétiim, jako je napt. posSkozeni mozku, mohou byt qNSC aktivovany

a podilet se tak na procesu opravy poskozené nervové tkan¢ [26].

Lidské nervové kmenové bunky mohou byt izolovany z centralniho nervového systému
nebo mohou byt odvozeny in vitro zpluripotentnich kmenovych bunék. Jejich piimé
pfeprogramovani se muze stat dalsi alternativou, je vSak nutné zajistit genetickou a fenotypovou
stabilitu preprogramovanych bun¢k [15]. Dosud vétSina klinickych studii vyuziva fetalni
neuralni kmenové bunky (fNSC), ale vyuziva se 1 NSC z jinych zdroj, jako jsou iPSC a ECS,
déle se jako primarni zdroj vyuziva mozkomisni mok. NSC lze také izolovat z biopsii CNS
dospé€lych a plodi nebo pitevnich vzorkli [14]. Glidlni progenitorové buiikky (GPR, glial

progenitor cells) pfedstavuji dalsi terapeutickou alternativu. Jsou to samoobnovujici se buiiky
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odvozené¢ ztkané¢ CNS, které maji omezeny diferenciatni potencial. Jsou ziskévany
z embryondlni tkdn€¢ a mohou se diferencovat na oligodendrocyty a astrocyty, ale ne
na neurony. Mozek dospélych savci obsahuje dva primarni rezervoary regenerativnich NSC,
které jsou zndmy jako neurogenni niky, a to subventrikularni zonu lateralni komory
a subgranularni zonu gyrus dentatus hipokampu. Treti skupina NSC byla popséna

v hypotalamu [21].

Neurogenni niky jsou specializované mikroprostiedi, které¢ zahrnuje fadu raznych typa
bun¢k, véetn¢ bunck zlinie NSC, ale také endotelidlnich bunék a mikroglii. Linie NSC
se sklada z klidovych NSC, ty mohou byt aktivovany za vzniku proliferujicich bun¢k, dale
aktivovanych NSC, ze kterych vznikaji neuralni progenitorové buniky [18]. Neurdlni kmenové
buiiky se primarné nachazeji v neurdlnich nikach centralni nervové soustavy, progenitorové lze
nalézt v celé CNS diky zvySené migracni kapacité [19]. Béhem vyvoje a starnuti podporuji
prirozené niky NSC homeostazu zdravé tkan€ a nabizeji potencidlni rezervoary pro regeneraci
CNS po poskozeni. Kromé vytvafeni novych diferencujicich buné€k, produkuji endogenni NCS
rozmanity sekretom, tj. vyluCované produkty CNS, sloZeny z riistovych faktord, cytokind,
chemokinti, morfogenti, mikroRNA a dalSich. Studie téchto endogennich faktord poskytuji
informace o interakci NSC s tkdnémi CNS, coz ptispiva k hlub§imu porozuméni jejich funkci

a potencialu terapeutického vyuziti [28].

2.1.1 NSC izolované z lidského fetalniho neuroektodermu

VétSina dosud provedenych studii vyuzivd NSC ziskané z centralniho nervového
systému lidského plodu (mozku nebo michy). Z tohoto diivodu je pouziti fNSC spolecensky
kontroverzni a ptisné regulované, v nékterych zemich je dokonce zakdzané. Klinické studie
s INSC prokazaly urcity stupenn G¢innosti u rtiznych stavii. Napfiklad transplantace fNSC
u pacientli s poranénim kréni michy vedla k obnoveni senzorickych funkci. Déle bylo popsano
zrychleni motorického vyvoje a funkéni zlepSeni u déti s détskou mozkovou obrnou. U pacientil
s Parkinsonovou chorobou bylo hlaSeno zlepSeni motoriky a lepsi odpovéd na medikaci.
Ke zlepSeni neurologickych funkci po soucasné transplantaci fNSC a MSC doSlo u pacientli
s cévni mozkovou ptihodou. Celkové jsou dikazy o uc¢innosti fNSC vétSinou neoficidlni,

pricemz zadna klinickd studie neprokazuje trvalé zotaveni z patologického stavu [14].
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2.1.2 NSC odvozené z pluripotentnich kmenovych bunék

NCS mohou byt ziskany diferenciaci pluripotentnich kmenovych bun¢k (PSC,
pluripotent stem cells), které se odvozuji z vnitini bunééné hmoty embryi ve stadiu blastocysty.
Lze je také ziskat chemickou aktivaci partenogenetickych kmenovych bunck, jadernym
pirenosem neoplodnénych oocytli nebo generovanym epigenetickym pieprogramovanim
somatickych bun¢k s definovanym souborem transkripénich faktorti (iPSC) [14]. ESC jsou
idedlni pro substitu¢ni terapii bunck, nebot’ se mohou neomezené¢ dlouho mnozit. Avsak
existuje zde jiz zminované zvysSené riziko tvorby nddorli a moznost odmitnuti imunitnim
systtmem spolu s etickymi otazkami. ESC by mohly byt cilené diferencovany
do specializovanych neurdlnich podtypt s cilem snizeni rizika vzniku nadorii. NSC odvozené
od iPSC nabizeji moznost autologni transplantace a jsou uzZite¢né pro modelovani onemocnéni
a screening léka [17]. iPSC ziskané od pacienta mohou poskytnout dulezité poznatky

o molekularni podstaté neurologickych poruch s potencialem pro jejich 1é¢bu [20].
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2.2 Transplantace NCS

Transplantace NCS se v poslednim desetileti stala nové vznikajici technologii
a jedinecné vyzvy [22]. NSC pro transplantaci mohou byt ziskany z primarnich vzorki tkéné,
nebo mohou byt generovany diferenciaci PSC, popiipadé transdiferenciaci neuronalnich bun¢k.
Kultivace NSC pied transplantaci umoziuje jejich ptedselekci, monitorovani a modifikaci,
které¢ podpoii jejich funkci in vivo, ale také funkci jiz existujicich hostitelskych bunék.
Navzdory svym vyhodam zde vSak existuji 1 podstatné piekazky jako je imunorejekce a Spatna

dlouhodoba funkéni integrace [23].

Existuje mnoho zplisobl transplantace vcetné intravenoznich, transarterialnich,
nazalnich, intraperitonedlnich, intratekalnich a intramedularnich injekci. Mezi dva hlavni
zpisoby vSak patfi transplantace in vivo a indukce in vitro. Spravna kombinace obou technik
muze mit na pacienta nejlepsi ucinek [23]. Pro transplantaci se NCS diferencuji na neurony
nebo gliové bunky a uvoliujici trofické faktory. Asymetrickym délenim NCS vznikaji rtizné
typy bunék, které¢ nahrazuji poskozené neurony a produkuji neurotrofické faktory, coz hraje
vyznamnou roli v neuroprotekci a zachovani synaptické denzity [24]. Vyznamny pokrok byl
zaznamenan v nejnovejSich studiich, kdy bylo napf. prokazano, Ze transplantované NPC
vykazuji mistné€ specifickou fenotypovou diferenciaci, kdy NPC mozku plodu ptinesly slibné
Gginky na pohybové zotaveni pii poranéni michy [22]. Cetné preklinické studie ukéazaly,
7ze po lécbé neurologickych onemocnéni exogenni transplantaci NCS se zlepSilo imunitni
mikroprostiedi v oblasti poranéné tkané [26]. Ucinnost terapie exogennimi transplantacemi
kmenovych bunck je vSak stile kontroverzni. V soucasné¢ dobé nejsou mechanismy 1écby

transplantaci kmenovych buné€k zcela jasné a jsou zapotiebi dals§i vyzkumné metody [27].
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3 Lécba Alzheimerovy choroby pomoci kmenovych bunék

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD, Alzheimer's disease) je bézné progresivni oslabujici
neurodegenerativni onemocnéni, které postihuje miliony lidi na celém svéte, ale nema vsak
v soucasné dobé¢ ucinnou 1écbu [29]. AD je nejcastéjsi pfi¢inou demence, kterou trpi pies 50
milionu lidi na celém svété a prepoklada se, ze do roku 2050 bude pocet ptipadi okolo 152
miliont. Je zplisobena synaptickym selhdnim a nadmérnou akumulaci Spatné rozlozenych
proteinti. AD ma nékolik neuropatologickych znakt, véetné ukladani B-amyloidnich peptida
(AP, beta amyloid peptides) v extracelularni matrici mezi neurony, zndmych jako amyloidni
plaky, déle intracelularni tvorby neurofibrilarnich klubek, které vznikaji akumulaci
hyperfosforylovaného tau proteinu v neuronech, ztraty neurond, neurozanétu a oxidacniho
stresu [30]. Mezi kli¢ové charakteristické piiznaky AD patii rizné kognitivni poruchy a lze
je kategorizovat na pfiznaky mirné, stiedné tézké nebo tézké. Jedinci s mirnymi piiznaky
se Castgji ztraceji, maji Spatny usudek, zvySené tizkosti a dochazi ke zménam osobnosti. Jedinci
se stfedné tézkymi piiznaky ztraceji schopnost ucit se novym vécem, maji jazykové problémy,
jako je Cteni, organizovani myslenek a maji potize s rozpoznanim c¢lenti rodiny. U jedinci
se zéavaznymi piiznaky dochazi k ubytku hmotnosti, koznim infekcim, potizim s polykédnim

a ztraté schopnosti komunikovat [29].

Soucasné schvalena farmakologicka 1é¢ba pouze zmirfiuje symptomy, pfi€¢emz chybi
terapie, ktera by ovlivnila samotny pribéh choroby. Byly schvaleny 3 kategorie 1écby AD,
véetné antagonisti N-methyl-D-aspartitovych receptorl, inhibitorG cholinesterazy
a kombinované farmakoterapie (memantin s donepezilem). Ackoli tyto Iéky mohou relativné
zmirnit ptiznaky demence u pacienti s AD, nemaji zadny vliv na patogenezi a nemohou
zabranit progresi AD nebo prodlouzit pfeziti pacienta [31]. Neuspokojivé vysledky terapii
zaméfenych na AP naznacuji nedostatenost jednosmérnych piistupt k 1écbé AD. Misto toho
by méla byt podporovana lé€ba zamétena na vice mechanismil. V posledni dob¢ se stale vice
uplatnuje transplantace kmenovych bunék v 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni. Takové
terapie umoziuji cileni na rGzné mechanismy, vcetné opravy poSkozenych synapsi,

modula¢niho zanétu a neuroprotekce prosttednictvim neurotrofické sekrece [32].
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3.2 Patogeneze a patofyziologie onemocnéni

Patofyziologie AD je stale zdhadou. Studie ukazaly, Ze v mozku pacienti s AD
se hromadi dva typické chybné slozené proteiny. Prvni je AP, coz je patologicky produkt
Stépeni amyloidniho prekurzorového proteinu (APP, amyloid precursor protein). Ap muize
urychlit smrt neuronalnich bun€k a tvorbu neuronalni spleti, nepfiznivé ovlivnit synaptické
funkce, a nakonec zpiisobit ztratu neuront [32]. Bylo potvrzeno, Ze mutace APP jsou spojeny
s dédi¢nou familiarni AD. Druhym chybné sloZzenym proteinem je tau, ktery je asociovany
v mikrotubulu a agreguje v bunikach ve formé neurofibrilarnich klubek. Vétsina ptipadt AD,
které nezahrnuji mutace APP, je sporadicka a vyskytuje se u jedinct starSich 65 let. Hlavnim
prediktivnim faktorem pro tuto skupinu je geneticky rizikovy faktor alipoproteinu E (APOE),
ktery transportuje lipidy a cholesterol. APOE je spojen se zvySenym uklddanim AP
a hyperfosforylaci tau proteint, coz vede k rychlejsimu kognitivnimu upadku. Mechanismy,
kterymi tyto ucinky zprostfedkovava, vSak nejsou zcela pochopeny [34]. Nekteti védci zastavaji
nazor, ze starnuti a neurodegenerace souvisejici s vékem, véetné¢ AD, jsou charakterizovany
hromadénim poskozenych mitochondrii. Tato mitochondrialni dysfunkce, kterd ptedstavuje
klicovy bod patofyziologie AD, vede k porucham axonalniho transportu a mutacim
mitochondrialni DNA, coz miize vést k oxidacnimu stresu, depleci adenosintrifosfatu (ATP)

a synaptické dysfunkci [33].

3.3 Terapie pomoci kmenovych bunék

Terapie kmenovymi buikami miiZe zlepSit kognitivni deficity, jak ukazuji riizné zviteci
modely podobné AD. Zatim neexistuji zadné zavéry tykajici se srovnani terapeutické ucinnosti
pomoci riznych kmenovych bunck. Ve skutecnosti ma kazdy typ bun€k své slabiny nebo
omezeni. Hodnoceni terapeutického ucinku pomoci kmenovych bunék, jako jsou NSC, BM-
MSC, MSC odvozené z lidské pupecnikové krve (hUCB-MSC, human umbilical cord blood-
derived mesenchymal stem cells), ESC a iPSC, byly zkoumany na riznych zvifecich modelech
podobnych AD a zahrnuji behavioralni vykonnostni testy na zvifecich modelech, biochemické
a patohistologické ukazatele. V klinickych studiich je zdvaznost onemocnéni u vSech subjekti

hodnocena na zaklad¢é symptom, kognitivnich funkci, paméti a kvality zivota [35].
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3.4 Embryonailni kmenové burnky

Klinické pouziti ESC je omezené kvuli vysokému riziku tvorby teratomt, nezadouci
imunitni odpovédi a rejekci. Kromé toho je nutné vyfesit etické spory pied jejich moznym
klinickym vyuzitim. Nékolik studii zkoumalo roli ESC v modelech AD u hlodavct a ukézalo
se, ze ESC mohou zlepsit prostorové uceni a pamét’. Mysi ESC byly tspésné pouzity k produkci
bazalnich cholinergnich neuront piedniho mozku, které byly téZzce postizeny u pacientti s AD.
Lidské ESC mohou také produkovat cholinergni neurony ve sklivcové a hipokampalni tkéni,
které jsou pfipojeny k neuronové siti [30]. Rané studie od Farshed et al. zkoumaly tvorbu
neuronti pomoci mysSich ESC. ESC ziskané z mysi byly péstovany na podkladové monovrstve
primdrnich myS$ich embryonélnich fibroblastd ve tkanové kultufe obsahujici Dulbeccovo
modifikované médium (DMEM). NPC poté byly tspésné diferencovany pro transplantaci. Liu
et al. provedli podobny experiment v roce 2013 s pouzitim lidskych ESC, kdy se kmenové
bunky diferencovali na neuroepitelialni buiiky, a nakonec na cholinergni motorické neurony

[29].

3.5 Mezenchymalni kmenové buiky

Predchozi studie o MSC vyuZzivajici mysi modely AD ukazaly, ze MCS ziskané
z pupeCnikové krve mohou zlepSit prostorové uceni a zabranit poklesu paméti. Byly
pozorovany imunomodulacni a protizanétlivé G€inky se zvySenim neuroprotekce a snizenim
regulace prozanétlivych cytokint. Dal§im dileZitym zptisobem, jak se MSC podileji na opraveé
tkani, je sekrece extracelularnich vacki a mikrovezikul. MSC kostni diené mohou uvoliiovat
extracelularni vezikuly, které cili na ukladani AB. Alternativné mohou byt MSC regulovany
tak, aby nadmérné exprimovaly cytokiny a vaskularni endotelidlni rastovy faktor a vykazovaly
regeneracni u¢inky v modelu AD [30]. KdyZ jsou MSC injikovany do mozku mysich modela
AD, misto aby se diferencovaly na neurony a gliové buiiky, spiSe vylucuji rtizné cytotrofické
faktory, které se mohou vypofadat s mnoha pato-mechanismy AD [36]. Funk¢éni neurony
odvozené od MSC se zdaji byt slibné&jsi, pokud jde o neurodegenerativni onemocnéni nez ESC,
a to diky relativné snadnym metoddm sbéru a mensimu souvisejicimu etickému, naboZenskému
a imunorejekénimu problému. Kromé toho MSC nemaji tendenci vytvaret nadory jako

ESC [37].
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3.6 Indukované pluripotentni kmenové buinky

Studie provedené in vitro i po transplantaci do mozkové kiiry hlodavci ukazaly, ze iPSC
lze vyuzit ke generovdni a automatizaci neurondlnich podtypi. Naptiklad gliové bunky
odvozené od iPSC mohou byt pouzity ke studiu zanétlivé odpovédi AD. Dalsi studie, ktera
vyuzila mys$i model AD, pouzila iPSC k ziskani makrofaghi schopnych exprimovat neprilysin,
protedzu degradujici AP [30]. Rada studii prokéazala Gsp&$nou implantaci surovych iPSC
do zvifecich modell s AD. Jedna takova studie ukazala, Ze po injekci iPSC do mysi s AD
se iPSC po implantaci diferencovaly na gliové buiiky. Z injikovanych bun¢k in vivo byly
generovany zejména mikroglie, oligodendrocyty a astrocyty. Mnozstvi ukladani Ap plaku
se snizilo v souvislosti s poklesem aktivity beta a gama sekretaz a zvySenim genové exprese

spojené s oligodendrocyty [38].

3.7 Neuralni kmenové burnky

Transplantace NSC piedstavuje slibny ptistup k 1écbé AD s velkym terapeutickym
potencidlem. NSC mohou chranit mozkové kapilary, potlacovat patologie spojené s AP a tau
proteiny, snizovat zanét a podporovat neurogenezi. Kromé toho NSC prokazaly ucinnost
pfi 1écbeé riznych preklinickych neurodegenerativnich modelli a schopnost se diferencovat
do bunéénych typt relevantnich pro CNS. NSC jsou idedlnimi kandidaty pro bunécné
transplantace, protoZze maji specificky osud a jsou relativné podobné funkénim neurondlnim
typiim béhem celé své diferenciace [29]. Studie na modelech AD hlodavct ukazaly, ze lidské
NSC z embryonélnich telomer, po transplantaci do lateralni komory mozku mysi s AD, mohou
migrovat a diferencovat se do neuronti a gliovych bun€k v lateralni komote. Tento jev snizuje
fosforylaci tau a hladiny AB—42, snizuje hyperplazii glii a astrocyt, zvySuje tvorbu
endogennich synapsi a zvySuje hustotu neurondlnich, synaptickych a nervovych
vldken, coz v konec¢ném dusledku zlepSuje prostorovou pamét u mysi s AD. Téchto G¢ink

je dosazeno fadou mechanismi, v¢etné regulace signalnich drah, metabolické aktivity, sekrece

/////
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Commonly used stem cell types

m NSCs = BM-MSCs

= hUCB-MSCs ESCs

u Placenta-derived MSC m iPS cell lines

m MSC cell lines m ESC-derived NSC

m ADSCs = Human adult ischemia-tolerant MSCs

® Human dental pulp stem cells (hDPSCs)

Obrazek 3: Typy kmenovych bun¢k v 1é€bé AD [35]

3.8 Podavani mySich progenitora thymického epitelu odvozenych od ESC
Tato studie naznacuje, Ze u AD by méla byt posilena systémova imunita, aby se spustila
kaskada potfebna pro clearance AP a opravu mozku. Epitelidlni butiky brzliku (TEC, thymic
epithelial cells) hraji kli¢ovou roli pii podpoie vyvoje T-bunék a také zprostiedkovavaji deleci
autoreaktivnich T-buné€k exprimaci autoantigent. V této studii bylo popsano, Zze ESC mohou
byt selektivné indukovany k diferenciaci na progenitory thymickych epitelidlnich bun¢k (TEP,
thymic epithelial progenitors) in vitro, které se dale vyvijeji do TEC in vivo a podporuji vyvoj
T-bun€k. Ukazalo se, ze transplantace mysSich ESC snizila zatizeni mozkového A plaku
a zlepsila kognitivni vykon v korelaci se zvySenym poctem T—bun€k, zvySenou aktivitou brany
choroidélniho plexu a zvySenym poctem makrofagh v mozku. Vysledky naznacuji,
ze transplantace mé potencidl v prevenci a 1€cbé pacientii s AD [33]. V jiné studii bylo zjisténo,
ze imunokompromitované mysi vykazovaly vys$$i zdvaznost AD. Po nahrazeni chyb¢jicich
adaptivnich imunitnich populaci, jako jsou T-bunky a B—bunky, doslo ke sniZeni patologickych

projevi AD [39].



3.8.1 Postup a priprava bunék

B6 linie mysich ESC byla kultivovana v kompletnim ESGRO médiu (Complete Plus
Serum Clonal Grade) s doplikem inhibitoru kinazy glykogensyntazy-3 (GSK3p).
Pro diferenciaci thymickych epitelidlnich progenitorti byly mys$i ESC nejprve indukovany
k diferenciaci do definitivniho endodermu, a pot¢é do TEP v pfitomnosti kostniho
morfogenetické proteinu BMP-4, riistovych faktort (FGF 7, FGF10, EGF) a diferenciacnich
proteintt rTFOXN1, rHOXA3. Gen APP v mysich ESC byl vyfazen editaci genomu. B6 mysi
ESC byly transfekovany APP-specifickymi dvojitymi nikdzovymi plazmidy nebo kontrolnimi
dvojitymi nikdzovymi plazmidy. Mysi byly znecitlivény a bylo jim poddno 5 x 10* bun&k
v 10-20 pl PBS do brzliku za horni hrudni kosti pomoci jehly [33].

3.9 Intracerebroventrikularni injekce MSC z lidské pupeénikové krve

V této studii byly deviti pacientlim s mirnou az stfedné t€Zkou demenci zplisobenou AD
podany tii intracerebroventrikularni injekce hUCB-MSC. Cilem bylo vyhodnotit bezpe¢nost
transplantace téchto bunék a jejich potencionalni schopnost snizit hladiny amyloidd, jak bylo
pozorovéno v predchozich studiich na zvitatech. Ctyfi tydny pied podanim MSC byl pacientiim
implantovan rezervoar Ommaya do pravé postranni komory. Tti pacienti dostali nizkou davku
(1,0 x 107 bunék/2 ml) a Sest pacient dostalo vysokou davku (3,0 x 107 bun&k/2 ml) hUCB-
MSC. Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o otevienou klinickou studii faze I, nebylo mozné
prokazat klinickou ucinnost injekci hUCB-MSC. Pfesto bylo zaznamenano sniZeni hladiny
celkového tau, fosforylovaného tau a amyloidu-f. Je zajimavé, ze den po transplantaci MSC
doslo k vyraznému zvySeni exprese galaktinu-3, rozpustné mezibunéné adhezni molekule-1
(sICAM-1), progranulinu a biomarkeru GDF-15, avSak tyto hladiny dramaticky klesly béhem
4 tydnt. Tyto vysledky dokladaji, Ze provadéni opakovanych podani (piipadné zkraceni
intervalu mezi injekcemi) miZe byt nezbytné k zachovani terapeutické u€innosti hUCB-MSC.
Po injekci hUCB-MSC byla nejcastéjSim nezddoucim piiznakem horecka, nasledovana bolesti
hlavy, nauzeou a zvracenim. VSechny tyto pifiznaky odeznély do 36 hodin. P&t Gcastnika
dokoncilo 36 mésicni prodlouzenou observacni studii a nebyly pozorovany zadné dal$i zdvazné
nezéadouci Uc€inky [35]. V dalsi fazi této studie bylo zjisténo, ze hUCB-MSC zvysily hladiny
cytokini, coZ mohlo vést k horecce pozorované u pacienti s AD, ktefi tyto buiiky dostavali.
K urceni metod pro sniZeni horecky a zanétlivych reakci po transplantaci MSC je nutny dalsi

vyzkum, ktery by mohl zvysit G¢innost terapie MSC pii 1écbé AD [40].
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3.9.1 Priiprava hUCB-MCS

Tkan hUCB byla ziskdna po obdrzeni pisemného informovaného souhlasu
od normalnich Zen v  donoSené¢ gravidite. @ hUCB-MSC byly péstovany
v modifikovaném o- MEM médiu (alfa Minimum Essential Medium) doplnéném o 10%
fetdlniho bovinniho séra. Buiiky byly kryokonzervovany pii teploté —150 °C za pouziti 10%
dimethylsulfoxidu. Aby se pfipravily na intracerebroventrikuldrni injekci, byly zmrazené
hUCB-MSC nejprve rozmrazeny, naockovany a kultivovany. Buiky byly odebrany 5 dni
po nasazeni, opakovan¢ promyty k odstranéni necistot, jako je fetalni bovinni sérum a trypsin,
a poté znovu suspendovany v piiméfeném mnozstvi o-MEM. hUCB-MSC byly testovany
na zivotaschopnost, fenotyp a pfitomnost endotoxind, bakterii a mykoplazmat. Po testovani
bylo 50 miliont bun¢k resuspendovano v 1 ml a-MEM bez fenolové cervené a celkovy objem
2 ml byl pouzit k injekci MSC jednomu pacientovi ze skupiny s nizkou davkou. Pro skupinu
s vysokou davkou byly pfipraveny kone¢né koncentrace 150 milionti bunék na 1 ml MEM-a
bez fenolové Cervené. Celkovy objem 2 ml byl pfipraven pro podéani kazdému jednotlivému
pacientovi. hUCB-MSC pro skupinu s nizkou dévkou byly skladovény pii teploté 4-20 °C
a mély dobu pouzitelnosti pfiblizné¢ 60 hodin od doby vyroby. hUCB-MSC pro skupinu
s vysokou davkou byly skladovany pfi teploté 4—12 °C a mély dobu pouzitelnosti pfiblizné¢ 48
hodin. Fenotyp pouzitych bunck byl potvrzen priitokovou cytometrii. Na zéklad¢ této analyzy
byla exprese povrchovych antigenti konzistentn€ pozitivni pro CD73, CD90, CD105 a CD166,
ale negativni pro CD45, CD14 a HLA-DR. Takto pfipravené suspenze hUCB-MSC byly

doruceny I€kafi v den podani injekce [36].

3.10 Budouci vyzvy

Rostouci pocet studii vyuzivajicich zvifeci modely zkouma roli patogennich proteinii
ve vyvoji AD. V soucasné dobé zadny z dostupnych zvifecich modelti nedokdzal spravné
napodobit lidskou AD. Ackoli terapie kmenovymi bunikami byla prokdzana jako Uc¢inna
na zvifecich modelech, nékolik lidskych vyzkumnych studii na pacientech s AD mélo
negativni vysledky. Pfedchozi vyzkum na zvitatech ukdzal, Ze vhodné naCasovani transplantace
bunék je rozhodujici pro dosazeni maximalniho terapeutického ucinku. Soucasné 1écebné studie
jsou témér jisté zalozeny na v€asné detekci a intervenci, aby se zabranilo budoucim zavaznym
ztratdm synapsi a neuronti. Vzhledem k tomu, ze AD je komplikovany stav, vyzaduje vice
zasahli. Kombinace transplantace kmenovych bunék s jiz registrovanymi léky tak mtize

vydlazdit slibnou cestu pro budouci 1é¢bu AD [32]
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4 Lécba Parkinsonovy choroby pomoci kmenovych bunék

4.1 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD, Parkinson‘s disease) je druhé nejcastéjsi
neurodegenerativni onemocnéni souvisejici s vékem, charakterizované predev§im progresivni
ztratou motorickych a nemotorickych funkci v dusledku ztraty dopaminergnich neuront
ze substantia nigra. Asi 10 % ptipadit PD je familiarnich a jsou zndmy jak autozomalné
recesivni, tak autozomalné¢ dominantni kauzdlni geny PD. Zbytek ptipadt je sporadicky
a idiopaticky. Mutace v fad¢ gend, vcetné nékterych s kauzalnimi alelami, mohou zptsobit
zvySené riziko sporadické formy PD [41]. Primarni patologickou vlastnosti PD je pfitomnost
abnormalniho a-synukleinu (ASN, abnormal a-synuclein) ve formé nervovych inkluzi
nazyvanych Lewyho téliska, jejichz toxicky ucinek pfispiva k progresivni degeneraci a ztraté
bun¢k. Dopaminergni neurony v substantia nigra pars compacta specificky podléhaji
degeneraci, coz vede k nedostatku dopaminu a nékolika dalSim biochemickym deficitim
v nigrostriatalnim systému a k rozvoji motorickych symptomi, v€etné bradykineze, klidového
tiesu, svalové ztuhlosti a posturalni nestability. Krom¢ toho byla prokdzana ztrata jinych typt
neuronii a pfitomnost Lewyho patologie v mnoha ¢astech centralniho, enterického
a autonomniho nervového systému, které pravdépodobné pfispivaji k nemotorickym projeviim,
jako je autonomni dysfunkce, poruchy ¢ichu a poruchy nélady, kognitivnich funkci nebo

spanku pfitomné u pacientti s PD [42].

Na zékladé€ toho, zda se 1é€ba zamétuje na zakladni pficinu onemocnéni nebo zmiriiuje
jeho ptiznaky, ji 1ze rozd¢lit na chorobu modifikujici a chorobu nemodifikujici terapie. Terapie,
ktera nemodifikuje onemocnéni, si klade za cil zvratit dopaminergni fungovani, aby nejen
omezila pfiznaky, ale také zpomalila progresi onemocnéni, a to bud zvySenim hladiny
dopaminu, nebo aktivaci dopaminovych receptorti v mozku. Pii dlouhodobém uzivani vSak
nezédouci ucinky, jako je dyskineze, nespavost a halucinace, zastifiuji pozitivni dopad tohoto
pfistupu. Vzhledem k témto nevyhoddm se provadi rozsadhly vyzkum s cilem identifikovat
chorobu modifikujici terapie, které by se mohly pfiblizit pfesnému cili onemocnéni [43].
V soucasné dobé¢ je nejucinnéjsi a nejrozsifend]si léCbou pacientd s PD farmakoterapie, véetné
podavani levodopy, agonistii dopaminu, amantadinu, inhibitori monoaminooxidazy B (MAO-
B), inhibitorti katechol-O-methyltransferazy (COMT) a nékterych anticholinergik. Kromé toho
jsou nékteré adjuvantni terapie ucinné také pro remisi a ¢astecnou 1écbu pacientti s PD. Ackoli
tato 1écba do urcité miry zlepsila nékteré piiznaky onemocnéni, nezabranila progresi PD a také

zpisobila nékteré vedlejsi ucinky [44]. Pouzivaji se také chirurgické postupy, vcetné
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stereotaktickych ablaci nebo hluboké mozkové stimulace. Tyto pfistupy vSak jen cCastecné
zvladaji zdvazné motorické symptomy a zmirniuji dopaminergnich desenzibilizaci podporujici
dopaminovou substituni terapii u pacientli s pokrocilou PD [42]. V poslednich letech
je bunécnad transplantace povazovana za novou moznost léCby neurodegenerativnich
onemocnéni. Kmenové buiiky jsou Siroce pouzivany u PD k potlaceni Skodlivych ucinka ztraty

dopaminergnich neuront [44].

4.2 Terapie pomoci kmenovych bunék

Po celd desetileti klinicti 1ékafi vyvijeli 1éky a terapie ke zmirnéni piiznaki
Parkinsonovy choroby, ale zZadna 1écba v soucasné dobé nemize zpomalit nebo dokonce
zastavit progresi této nemoci. Vzhledem k relativné lokalizované neurodegeneraci PA jsou
zviteci modely skvélym kandidatem pro testovani ucinnosti bunéénych terapii. Modelové
organismy jako jsou octomilky, kvasinky, mysi a subhumdanni primati vyznamné¢ ptispély
k chapani PA. Pfi vyuzivani modelovych organismii pro studium védci peclivé hledaji
kompromisy mezi anatomickou, genetickou a behavioralni podobnosti téchto organismu
s Cloveékem. Zviteci modely mohou byt vyuzity ke zkoumani onemocnéni, nadmérné exprese
lidskych genetickych rizikovych faktort a sledovani bunéénych nebo fyziologickych odpovédi.
Kromé& piesnéjSiho modelovani PA lze vytvofit linie kmenovych bunéck, specifickych
pro pacienta, které objasni ucinky genetické nachylnosti a rozdilné reakce subpopulaci

na lécbu in vitro [45].

V bunéénych terapiich pro PD jsou darcovské dopaminergni progenitory obvykle
injikovany do putamen ektopickou transplantaci, kde vytvaieji lokalni nervové okruhy
s hostitelskymi neurony a stdvaji se funkénimi. Byla také vyzkouSena transplantace
dopaminergnich neurdlnich progenitori do substantia nigra homotopickou transplantaci.
Prestoze nékteré z piezivSich darcovskych neuronll v substantia nigra rozSifuji neurity
do putamen, funkéni piinos je nizSi nez u ektopické transplantace. Mnoho laboratofi
transplantuje darcovské buiiky ve stadiu nezralych progenitorti. Tyto bunky piezivaji, dozravaji
a roz$ifuji neurity v transplantované oblasti, aby vytvoftily synapticka spojeni s hostitelskymi
neurony, coz je jev, ktery néjakou dobu trva. Mnoho studii in vivo skute¢né ukézalo, Ze funkéni
zotaveni zacind nékolik mésicl po transplantaci. Podle klinickych zprdv o negralnich
transplantacich plodu se symptomy piijemce postupné zotavuji po dobu delsi nez 4 roky a poté

se ustali [46].
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4.3 Embryonalni kmenové burnky

ESC prtitahuji znacnou pozornost jako alternativni zdroj pro tvorbu dopaminergnich
neuronli (DA, dopaminergic neurons). Tyrosinhydroxyldzové (TH, Tyrosine Hydroxylase)
bunky, odvozené od ESC, mohou uvoliiovat dopamin, vytvaiet funkéni synaptickad spojeni,
prodluzovat axony do hostitelského striata a modifikovat farmakologicky indukované chovani.
Dale se prokézaly jako piinosné pii funkénim zotaveni amfetaminem indukované motorické
asymetrie v potkanim modelu PD. Studie vSak ukazaly, ze pteziti DA neuront odvozenych
od ESC po transplantaci je relativné nizké. Li et al. vroce 2017 prokazali, ze lidské ESC
se mohou uspésn¢ diferencovat na DA neurony. Témét 92 % kolonii lidskych ESC obsahovalo

buiiky pozitivni na TH, kriticky katecholaminergni enzym, po tfech tydnech diferenciace [47].

4.4 Mezenchymalni kmenové bunky

Ve vyzkumnych studiich bylo prokazéano, Ze transplantace MSC zlepSuje zhorSené
motorické funkce zptisobené PD. Systémova infuze MSC snizila nekoordinovany pohyb
koncetin u zvifecich modeld PD, coz bylo méfeno pomoci behavioralnich testii. Toto zlepSeni
bylo spojeno se zvySenymi hladinami dopaminu ve striatu u ptijemci MSC a s naristem TH
pozitivnich dopaminergnich neuront. Tyto vysledky naznacuji regenera¢ni t€inky MSC. Pfima
striatalni injekce MSC v modelech PD u hlodavcii zlepsila pohybovou aktivitu, zvysila
neurogenezi a indukovala migraci neuroblastti. Bylo hlaseno, ze 1é¢ba MSC inhibuje
pfenos a- synukleinu v PD modelu. Autologni BM-MSC, které byly injikované
do subventrikularni zéony sedmi pacientim s PD, se zdaly byt bezpe¢né a dobie tolerované,
pricemz u nékterych pacientll bylo pozorovano dlouhodobé zlepSeni motorickych funkci [48].
Dale bylo zdokumentovano, Ze intraven6zni infuze MSC ve vyssi koncentraci vyvolava plicni
trombozu. Z hlediska bunécné lécby je proto preferovana stereotaxickd transplantace

DAergnich neurontl, odvozenych od MSC, ptimo do striata pacientt [49].

4.5 Indukované pluripotentni kmenové bunky

Pted par lety nebylo mozné provést piimou terapeutickou lécbu PD prostifednictvim
1iPSC. Transplantace celila mnoha problémim, vcetn€ nizké Ucinnosti a tvorby teratomd.
Pokusy s xenogennimi materialy vedly k riziku kontaminace patogeny Zivo¢isného piivodu,
které mohou po transplantaci vyvolat imunitni reakci. Od té doby vSak vyzkumnici vyvinuli
médium bez xenogennich slozek a kultivacni systém pro ziskani iPSC bez transgenti, coz vedlo
ke zlepSeni jejich ucinnosti. Ackoliv je zapotiebi stale provést vice testli, zejména na zvitecich

modelech, vysledky neddvnych studii ukazaly, ze iPSC jsou zhlediska ucinnosti
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zivotaschopnéjsi nez se predpokladalo [47]. Zacaly se pouzivat v zékladnim, translacnim
a klinickém vyzkumu, diky jejich schopnosti dlouhodobého udrzeni a zachovani genetické
vybavy hostitele. Tato metoda byla testovana na modelu subhumannich primati (NHP),
ve kterém byly autologni dopaminergni buiikky aplikovany do mozku modelu PD
bez imunosuprese. Tento piistup vedl k trvalému zlepSeni motoriky. Zvifata vykazovala
zvySenou denni aktivitu, ktera pietrvavala az 18 mésicii a vedla k funkénimu zotaveni a preziti
piiblizn¢ 20 000 TH neuront. Tento piistup ukézal, ze transplantace zalozena na iPSC
je proveditelnd pii obnové dopaminergni funkce. Transplantace dopaminergnich neuroni,
odvozenych od iPSC, do modeld PD hlodavci robustné¢ obnovila motorické funkce
a integrovala se do mozku hostitele, aniz by se projevila tvorba nadori nebo redistribuce
implantovanych bun¢k. Neurony produkujici dopamin odvozené z iPSC zlepSily chovani

ve zvifecim modelu PD [50].

4.6 Neuralni kmenové bunky

Stépy z NSC, piedstavuji piirozeny zdroj silnych biologickych latek, které mohou
podporovat funkéni obnovu CNS po akutnim nebo chronickém poranéni tkané. NSC odvozené
z fetdlnich, neonatdlnich a postnatalnich tkani jsou pluripotentni a mohou se diferencovat
na hlavni typy bun¢k CNS, v€etné neuroni, astrocytll a oligodendrocytt. Jednim ze zplsobu,
jak NSC prispivaji k regeneraci poSkozenych mozkovych tkani, je jejich parakrinni funkce,
ktera spociva v uvolnovani neurotrofickych nebo rastovych faktord. NSC nabizeji vyhody
oproti MSC, protoZe jsou u¢inn¢jsi pii diferenciaci do nervové linie [51]. Yang a kol. ukazali,
ze klonalni linie NSC, péstované in vitroza kontrolnich podminek a transplantované
do intaktnich nebo neurotoxinem 6-hydroxydopaminem (6-OHDA) poskozenych oblasti
mozku potkand, se spontdnné vyvinuly do bunék podobnych neuronim a integrovaly
se do mozku hostitele. Svendsen a kol prokdzali, Ze rozSifené¢ populace lidskych
progenitorovych bun€k CNS, udrZzované v proliferacnim stavu, byly schopny migrovat
a diferencovat se jak na neurony, tak na astrocyty po intracerebralnim transplantovani
do striatu dosp€lych potkani s jednostrannymi dopaminergnimi lézemi. Modely PD
subhumannich primati jsou kli€ové pro ovéfovani terapeutickych strategii v preklinickych
studiich, diky jejich podobnosti s lidskymi fyziologickymi charakteristikami. Usp&$na
transplantace nediferencovanych lidskych NSC do substantia nigra primétii, vystavenych
1- methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridinu, podpofila homeostatick¢ upravy, které jsou
pfipisovany normalizaci poméru endogenniho poc¢tu neuronti k velikosti a ochrané

hostitelskych nigrostriatalnich obvodi. Tento proces vedl k celkovému zlepSeni pribéhu
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onemocnéni a nebyla zaznamenana zaddna tvorba nadort, pfemnoZzeni bunék nebo nepfimétrena

migrace kmenovych bunék [42].

4.7 MSC u PD: U¢inky v postransplanta¢nim obdobi

V této studii byly MSC transplantovany 12 pacientim s PD pomoci intravendznich
a tandemovych injekci. Intenzita motorickych symptomti byla hodnocena pomoci
standardizované stupnice pro hodnoceni PD a intenzita nemotorickych piiznakli pomoci
nasledujicich $kéal: Hamiltonova $kala hodnoceni deprese, Pittsburghsky index kvality spanku
(PSQI), Epworthska skala ospalosti, $kdla nemotorickych ptiznaki a 39 polozkovy dotaznik
Parkinsonovy choroby. Srovndvaci soubor zahrnoval 11 pacienti s PD lé¢enych Iléky
s levodopou, agonisty dopaminovych receptori a amantadinem. Kontrolni subjekty
nedostavaly zadnou injekci, vcetné placeba. Primémy veék pacientt byl 52 let, doba trvani
onemocnéni byla 6 let a zdvaznost onemocnéni na Hoehnové a Yahrové skale ¢inila 2 body.
Skore pred lécbou a skére v 1. mésici mimo obdobi ve studované skupiné vykazovalo
9 % rozdil. Dosazeny vysledek byl udrzovan po dobu 3 mésicti po transplantaci. Ve srovnavaci
skupin€ nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi skére. Ve studované skupiné bylo
zjiSténo zlepSeni nalady, vyznamné sniZzeni denni spavosti a zlepSeni kvality spanku pacientd.
V 1. mésici byl pozorovan 36% pokles skoére podle Hamiltonovy stupnice deprese.
Po 3 meésicich bylo také zaznamenéano 44 % zlepSeni nalady a sniZeni depresivnich ptiznakd.
Do 3. mésice se zlepSila kvalita spanku, hodnocena Skalou PSQI, o 46 % ve srovnani
s puvodnimi tdaji. Denni spavost, hodnocend Epworthovou stupnici, se snizila o 42 %. Doslo
také ke statisticky vyznamnému zlepSeni celkové kvality zivota. Dosazeny vysledek byl
zachovan po dobu 3 mésicii po transplantaci. [52]. V dalsi studii, kdy bylo pacientovi s PD
podavano nékolik infuzi s MSC, doSlo k celkovému zlepSeni motorickych pfiznaki, které
zahrnovaly tfes v klidu, pohyby rukou, hbitost nohou, chizi, stejné jako télesnou bradykinezi
a hypokinezi. Tato zji§téni naznacuji U¢innost a mozné potencionalni vyuziti téchto bunék

v 1¢¢bé PD [53].

34



4.7.1 P¥iprava bunék

Bunéény material byl odebran od pacientt s PD, ktefi podstoupili transplantaci MSC,
ze zadniho horniho hiebene kycelni kosti standardni metodou. Mononuklearni bunky
z punktatu kostni diené byly izolovany separa¢ni metodou. Suspenze byla odstfedéna po dobu
10 minut pii 1500 ot. /min pii pokojové teploté. Peleta byla poté resuspendovéana v 10—15 ml
média pro kultivaci MSC. Bunécna suspenze byla upravena na koncentraci inokula kultivaénim
médiem pro MSC a umisténa do kultivaénich lahvi v CO; inkubatoru (37°C, 5 % CO2, 90 %
vlhkost). Po 24-48 hodinach inkubace byly builky, které neadherovaly ke dnu lahve,
3x promyty proudem sterilniho fosfatového pufru (PBS), poté byly ldhve naplnény
specializovanym kultivaénim médiem pro MSC. Kazdé 3-4 dny se meénila 1/2 objemu
kultiva¢niho média a bunky byly pasdzovany, dokud nebylo dosazeno potfebného mnozstvi
MSC. Transplantace autolognich MSC u pacientd s PD byla provedena dvéma metodami.
Systémovou (intravendzni) metodou podéani byla aplikovana celkova davka bunék ve vysi
0,5-2,0 milionuw/kg hmotnosti pacienta. Tandemovym zptisobem podani byla suspenze
autolognich MSC aplikovana v davce 5,0—12,6 milionii bun¢k do submukoézni vrstvy ¢ichové
epitelové zony z obou stran. Sedm dni po intranazalnim podani se pomalu intravendzné

aplikovalo 10-50 milionti bun¢k ve dvou fazich s tydennim intervalem [52].

4.7.2 Zavér studie

V soucasné dobé¢ jsou k dispozici pouze piedbézné udaje o pouziti MSC u lidské PD.
V souladu se zjiSténimi tato studie ukazuje, Ze intranazélni a tandemové metody autologniho
podavani MSC jsou bezpetné a maji ptiznivé neuroprotektivni a neurorestriativni ucinky.
Vzhledem ke kratkému obdobi poopera¢niho sledovani, nelze zcela vyloucit vliv mozného
placebo efektu, ktery se nejcastéji vyskytuje v €asnych fazich otevieného vyzkumu. Vzhledem
k tomu, Ze zivotnost MSC je v téle omezena na nékolik tydnd, je dllezité studovat dlouhodobé
ucinky jejich transplantace, G¢innost opakované reintrodukce MSC a cCasové intervaly,
ve kterych musi byt provadény. Ziskana data jsou nepochybné pouze predbézni a je zapotiebi
podrobngjsich studii [52]. Obecné lze fici, Ze jsou MSC v klinickych studiich dobfte tolerovany.
Nicméné je dulezité planovat do budoucna dalsi studie s vy$$im poctem transplantovanych

MSC, aby byl ziskan komplexné&;si obraz jejich uc¢innosti [54].
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4.8 Transplantace NSC v kombinaci s ethylstearatem

V poslednich letech se stale vice uptednostiiuje transplantace NSC pro lécbu PD.
Vétsina transplantovanych NSC se diferencuje spise na gliové bunky nez na neurony a v mnoha
studiich navic vykazuji zna¢né omezenou migracni schopnost, coz omezuje jejich terapeuticky
dopad. Chemokiny jsou malé vylu¢ované proteiny s mnoha fyziologickymi funkcemi. Bylo
prokazano, ze hraji roli v fizeni migrace nervovych progenitorti ve vyvijejicim se mozku.
C- C motiv chemokinovy receptor 5 (CCRS), sedmitransmembranovy G-protein-sprazeny
receptor exprimovany v nervovém systému, je stimulovan chemokinovymi ligandy CCL3,
CCL4 a CCLS. Nedavné studie ukazaly, ze NSC mohou exprimovat CCR5 a vykazovat
chemotaktické reakce na relativni chemokinové ligandy. Byl také uveden vliv CCL5/CCRS na
migraci transplantovanych NSC u PD. V této studii byly NSC s ethylsteardtem transplantovany
do striata zvitecich modeli PD. Vysledky ukazaly, ze transplantace NSC v kombinaci
s ethylstearatem zlepSila behavioralni deficity tim, ze podpoftila migraci a diferenciaci NSC
[55]. V ptedchozich studiich bylo také zjiSténo, ze extrakt z plastrum testudinis (PTE),
jehoz aktivni slozkou byl ethylsaerat, zlepSil chovani modelovych potkani a doslo ke sniZeni
motorické dysfunkce, obnoveni hladiny TH proteinu a zvySeni hladiny dopaminu ve striatu

[56].

4.8.1 Piiprava bunék

Embrya byla odebrana z 14—17 btezich potkanid. NSC byly izolovany z mozkl embryi
pomoci mechanické disociace a travenim trypsinem za aseptickych podminek. Traveni
preparovanych tkani bylo ukonceno pouzitim DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient Mix F-12) s obsahem 10% fetalniho bovinniho séra. Po dvojim promyti
fyziologickym roztokem pufrovanym fosfaty byly builky umistény do kultivacnich lahvi
v bezsérovém DMEM/F12 médiu doplnéném o 20 ng/ml epidermalniho rustového faktoru,
20 ng/ml zakladniho fibroblastového rtistového faktoru, 2 % lidského leukocytarniho antigenu
B27, 100 jednotek/ml penicilinu a 100 ug/ml streptomycinu. Poté byly buiiky kultivovany
pii 37 °C v inkubétoru s obsahem 5 % CO;. NSC byly kultivovany a pasaZzovany s médiem
bez séra. Potkanim s PD byl injekéné podan 6-hydroxydopamin (6-OHDA) do pravého
substantia nigra a striatu s 8 pl bunéné suspenze NSC obsahujici 100 pM ethyl stearatu

a 8-10° bunék [55].
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4.8.2 Zavér studie

Potkani byli nahodné rozd¢leni do tii skupin: modelova skupina, skupina NSC a skupina
ethylstearat+NSC. Potkani s indukovanym modelem PD pomoci 6-OHDA vykazovali
signifikantni pokles exprese TH a akumulaci alfa-synukleinu. Transplantace NSC v kombinaci
s ethylstearatem vedla ke zmirnéni motorickych deficiti a zvySeni exprese TH. Zjistilo se,
ze potkani s PD, ktefi obdrzeli NSC v kombinaci s ethylstearatem, vykazovali lepsi zotaveni
nez potkani ve skupin€ pouze s NSC. Ukazalo se, ze ethylstearat efektivné zvySoval pocet TH
pozitivnich bun¢k jak v substantia nigra, tak ve striatu, a podporoval migraci
transplantovanych bunék ze striatu do substantia nigra. Pocet transplantovanych bunék byl
také zvySen ve skupiné ethylstearatem, coz naznacuje, ze ethylstearat miize podporovat migraci
transplantovanych NSC a zvysit pfeziti transplantovanych NSC. Vysledky této studie tedy
ukazaly, ze ethylstearat mize zlepsit diferenciaci NSC na dopaminergni neurony a podpofit
jejich migraci do 1éze, coz mohou byt dva kli¢ové kroky pti zmirniovani behavioralnich deficiti
PD. AvSak mechanismus, kterym ethylstearat podporuje migraci transplantovanych NSC,
vSak neni znam [55]. Jind studie potvrdila neuroprotektivni Gc€inek ethylsteardtu na zdkladé
molekularni analyzy. Bylo spekulovano, ze se ethylstearat mlZze vazat na DNA
methyltransferazu 1 a blokovat agregaci alfa-synukleinu, avsak tato otazka zlstava pro budouci

vyzkum [57].
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5 Lécba Huntingonovy choroby pomoci kmenovych bunék

Huntingtonova choroba (HD, Huntington’s Disease) je vzacné, dédicné,
neurodegenerativni onemocnéni, které zplisobuje progresivni motorické deficity, psychiatrické
pfiznaky a kognitivni poruchy. HD je charakterizovand ztratou GABAergnich inhibi¢nich
spinovych neuronti ve striatu piedniho mozku, doprovézena degeneraci v kire, mozkovém
kmeni a hipokampu. Patofyziologie HD je zaméfena na abnormalni expanze opakujicich
se kodi cytosin-adenin-guanin (CAG) na N-konci proteinu huntingtonu (HTT, Huntington’s
protein), coz vede k preferencni ztraté stfedné spinovych neuronil a k projeviim mimovolni
motorické aktivity, demence, kognitivnim a emocnim deficitim [37]. Gen HD kéduje HTT,
jehoz funkce neni dosud zcela objasnéna. Ma se za to, ze hraje klicovou roli v nékolika
bunécnych udalostech, jako je transport proteintl, vezikul a selektivni autofagie. Diagn6za HD
muze byt stanovena kdykoliv béhem Zivota jedince, ale ve vétSin€ pripadd k tomu dochézi
ve stfednim véku. V ranych stadiich HD mohou pacienti pocitovat mirné mimovolni pohyby,
potize s exekutivnimi funkcemi a depresivni naladu. V pozdnich stadiich mohou byt pacienti
upoutani na lizko, potfebuji vyzivovaci sondy a nemohou mluvit kvuli ztrat€ motorické
kontroly. V této fazi je také Casta progrese onemocnéni smérem k zdvazné demenci. Primérné
délka doziti od néastupu pfiznakl je 18 let, pficemz nejcastéjsi pricinou umrti jsou infekce,

konkrétné aspira¢ni anémie [51].

5.1 Patogeneze HD

Predpoklada se, ze HD vznikd pfevazné toxickym ufinkem mutovaného proteinu
huntingtin (mHHT). Opakovand expanze CAG kdduje zvétSeny polyglutaminovy trakt
v N — koncovém fragmentu proteinu, coz zplisobuje abnormalni skladani mutovaného HTT
a jeho hromadéni v mozkovych buikéach. Vyslednd exprese mutovaného HTT naruSuje
fyziologii neuronil, nasledkem je detekovatelnd atrofie v jadrech bazalnich ganglii
a subkortidlni bile hmoté. Postupem onemocnéni dochédzi k vyznamné ztraté neuronil
v kortikalni, thalamické a hypotalamické oblasti, a nakonec v celém mozku. Zikladni
mechanismus onemocnéni zahrnuje deregulaci systéml ubikvitin/proteazom a autofagie,
coz prispiva k akumulaci toxickych proteinti. Oxidacni stres s perifernim a centralnim zdnétem
se vyskytuje jiz vranych stadiich onemocnéni. Krom¢ toho mutovany HTT ovliviiuje
transkripéni regulaci a axonalni transport, to vede ke sniZeni signalizace zprostfedkované
neurotrofickym faktorem odvozenym od mozku. Také dochazi ke zménam v kortikalni

glutamatergni a striatalni dopaminergni neurotransmisi a jsou pozorovany ditkazy o synaptické

dysfunkci u HD [58].
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5.2 Terapie pomoci kmenovych bunék

V soucasné dob¢ neexistuje zadnd ucinna 1écba HD, soucasnd farmakologicka 1écba
poskytuje pouze paliativni G¢inky. Vzhledem k tomu, Ze mutovany protein huntingtin
spousti smrt neuronl v caudatu a putamenu, je ndhrada téchto ztracenych bunék klicovou
strategii pro terapii [59]. Pokrok ve vyzkumu kmenovych bun€k je pracny, ¢asoveé narocny
a vyzaduje mnoho krokt, véetné zkousek in vitro, pokust na laboratornich zvitratech, a kvali
etickym uvaham také pfisna omezeni pii pouziti lidské embryondlni tkané. Dalsi vyvoj
vyzaduje absolvovani klinickych studii faze I, IT a III na lidech, nez bude mozné ziskat kone¢né

schvaleni pro jejich pouziti v praxi [60].

5.3 Embryonalni kmenové buiiky

Jedna z nejvétSich klinickych studii HD tykajici se transplantace ESC je studie
Bachoud-Lévi et al. z roku 2020. Tato klinicka studie se zaméfila na transplantaci lidské fetalni
gangliové tkané na 45 tucastnicich pomoci intracerebralnich injekci. Bohuzel v této studii
nebyly pozorovany zadné klinické ptinosy, coz bylo povazovano za disledek odmitnuti Stépu
nebo nespravného umisténi transplantatu. Kritici studie vSak uvedli, Ze v dob¢ transplantace
existovalo jen malo diikazl o tom, ze by byl bunéény produkt viibec Zivotaschopny [54]. Dalsi
studie se zaméfila na vytvoreni kombinovaného terapeutického ptistupu zahrnujiciho bunéénou
nahradu neutralnimi progenitory, odvozenymi od ESC s BDNF (neurotroficky faktor odvozeny

od mozku) na mySich modelech HD, tento pfistup vedl k ke zlepSeni motorickych funkei [61].

5.4 Mezenchymalni kmenové burnky

MSC se ve vétsiné doposud provedenych transplantacnich studiich HD podavaly
intracerebralné. Mysi lécené BM-MSC vykazovaly sniZzené motorické deficity a zlepSeni
prostorové paméti. Transplantované BM-MSC stimulovaly endogenni proliferaci neuralnich
kmenovych bunék, pravdépodobné indukci trofické podpory se zvySenymi hladinami
mozkového neurotrofického faktoru (BDNF, Brain-derived neurotrophic factor) ve striatu mysi
s HD. U mysi s HD 1écenych geneticky upravenymi MSC s nadmérnou expresi BDNF nebo
nervovych ristovych faktord doSlo k redukci apoptotickych bun€k ve striatdlni oblasti
a ke sniZeni atrofie mozku. V experimentdlnich modelech HD, kde byly aplikovany MSC,
doSlo ke sniZeni chybné poskladanych forem agregati HTT a prodlouzeni délka Zivota
v porovnéni s kontrolnimi myS$mi. Intranazalni podani MSC bylo provedeno na mySim modelu
HD. Lécené¢ mysi vykazovaly pravidelny spankovy cyklus a prodlouzenou dobu pieziti

ve srovnani s neléCenymi zvitaty, kterd vykazovala narusené cirkadianni rytmy a kratsi délku
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zivota. Na zaklad¢ experimentalnich studii odhalila 1éba MSC zlepSeni motorickych
a kognitivnich deficiti u mySich a potkanti s HD. Lidské MSC snizily atrofii pozorovanou

v agregatech striata, stimulovaly endogenni neurogenezi a prodlouzily délku zivota [48].

5.5 Indukované pluripotentni kmenové buniky

Modely s iPSC se pouzivaji ke zkoumani mechanismu, které jsou zakladem HD
a dalSich neurodegenerativnich onemocnéni. U neuront y-aminomaselné kyseliny GABA byly
pozorovany agregaty HTT, autofagie, dysregulovand adheze, dysregulace lysosomi
a metabolismu, coZ nakonec vedlo k aktivaci kaspaz a bunétné smrti [59]. Bylo zjisténo,
ze buiiky odvozené od pacientli s HD vykazuji bunééné zmény, jako jsou zmény exprese
proteinti a mitochondridlni dysfunkce, ve srovnani s kontrolnimi buné¢énymi liniemi. HD-iPSC
mohou pfispét ke zlepSeni CAG lokusu v HTT genu. Obnova fenotypti onemocnéni, jako jsou
mitochondridlni abnormality, mlze byt dosazena neurony odvozenymi z izogennich linii.
Kromé toho miize byt produkce geneticky korigovanych izogennich linii pro in vitro neuronélni

indukci provadéna pomoci systému CRISPR/Cas9 [62].

5.6 Nervové kmenové burnky

Ve studiich na zvifecich modelech HD byly NSC uspésSné transplantovany piimo
do striata, coz naznacuje, Ze tyto bunky piezivaji a distribuuji se v poskozenych oblastech
mozku. Transplantované NSC navic zlepSily motorické 1 psychologické symptomy,

ale vykazovali omezenou migraci v transplantovanych tkanich [63].

5.7 Strialni progenitory odvozené od lidskych ESC

Zavedené technologie zaloZené na lidskych ESC umoziiuji generovat rozsahlé neuralni
populace in vitro prostfednictvim fizené diferenciace, coz otevird nové moznosti pro strategie
bunécné substituce. Tato studie zkoumala potencial lidskych prekurzorh striatalnich neuronti
ziskanych z ESC k testovani jejich in vivo diferenciace a terapeutické uc¢innosti na modelu HD
s 1¢ézi chinolinové kyseliny [64]. Pfedchozi studie prokézala, ze kratkodobé implantace lidskych

NSC odvozenych z ESC u mysi pfezivaji, jsou funkéni a zlepSuji ptiznaky HD [65].

5.7.1 Priprava bunék

Lidska linie ESC byla péstovana na miskach pro bunécné kultury potazenych
extracelularni matrici Cultrexem v kultivaénim médiu mTeSR uréeném pro kultivaci lidskych
ESC a iPSC bun¢k. Médium bylo obohaceno o suplementy: N2, B27 podporujici rist
a diferenciaci bun¢k, inhibitor SB431542, ktery blokuje signalni drahu TGF-f3 a dile napoméha
udrzeni pluripotence bunék a naltrexonem (LDN), ktery se pouzivd k modulaci bunécné
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aktivity a zlepSeni ristovych podminek. Pro termindlni diferenciaci byly buniky kultivovany
v médiu obsahujicim 50 ng/ml mozkového neurotrofického faktoru BDNF spolecné
se suplementy N2 a B27. Potkani byli nahodné pfifazeni bud’ k transplantaci bun¢k, nebo
k fingovanému zakroku. U kontrolni skupiny potkanti byl do 1ézi striata aplikovan ekvivalentni

objem fosfatového pufru, PBS [64].

5.7.2 Vysledky a zavér studie

Po 6 mésicich vykazovaly transplantované bunky zanedbatelnou proliferaci,
coz zajistilo absenci nekontrolovaného prertstani. Po dlouhodobé transplantaci §té€py znovu
osidlily striatum a diferencovaly se do nékolika typl striatalnich bun¢k. Dale se objevily
peptidy a dopaminové receptory, typické pro stridlni trnité neurony, ptimé nebo neptimé drahy
s §ir§i piitomnosti markerti nepfimych drah. Stépy také obsahovaly vyznamné frakce
striatalnich interneuront. Studie prokazala, ze transplantace striatadlnich progenitort
odvozenych od lidskych ESC dlouhodob& podporuje funkéni motorickou regeneraci tim,
Ze preziva, diferencuje, samoorganizuje se a pripojuje se k 1éznimu striatu [64]. V jiné studii
se zjistilo, ze strialni progenitory, které byly odvozeny z kmenovych bun¢k a transplantovany
do potkani, se diferencovaly na stfedni spindlni neurony. Ukazalo se, Ze vlakna téchto bunék
sméfovala k vhodnym stridlnim cilim, coZ pfispélo k pozorovanému funkénimu zotaveni.
Aby se vSak potvrdila schopnost téchto Stépii dlouhodobé udrzovat komplexni motorické

funkce, je zapotiebi dalSich dlouhodobych experimenti [66].

5.8 Intranazalni podani MSC

Invazivni povaha chirurgického zdkroku pii aplikaci kmenovych bunék a potencionalni
riziko vyvolani imunitni reakce hostitele, mohou omezovat jejich klinické pouziti. Tato studie
posuzuje neinvazivni intranazalni podani MSC jako efektivni alternativni cestu pro 1é€bu HD.
Na zéklad¢ slibnych in vivo dat byly v této studii hodnoceny terapeutické ucinky MSC
podavanych intranazalni cestou pomoci mySiho modelu R6/2. MyS$i model R6/2 nesl
N- terminalni fragment exonu 1 lidského HD genu, ktery obsahoval pfiblizné 145 CAG repetic
na 6- hydroxydopaminovém modelu PD. Podobné pfiznivé ucinky intranazalné podavanych

MSC byly hlaseny u mySiho modelu PD indukovaného rotenonem [68].
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5.8.1 Priprava bunék

Kostni dien byla odebrdna z holenni a stehenni kosti. MSC byly kultivovany
v minimalnim esencialnim médiu s GlutaMAX™, které obsahovalo 15 % fetalniho bovinniho
séra a 20 ng/ml bazického fibroblastového rustového faktoru (FGFb). MSC byly zmrazeny
v druhé pasazi v 10 % dimethylsulfoxidu DMS0O/90% kultivacniho média az do transplantace.
Po rozmrazeni byl fenotyp bunck potvrzen markery mezenchymalnich kmenovych bunék
mysi. Panel se skladal z nasledujicich protilatek: anti-CD11b, anti-CD45, anti-Sca-1, anti-CD
106, anti-CD105, anti-CD73, anti-CD29 a anti-CD44, krysi IgG2A a krysi [gG2B. Jeden milion
MSC byl ptipraven ze zmrazenych zasob a resuspendovan ve 24 pl sterilniho PBS a aplikovan
kazdé mysi ve skupiné R6/2-MSC, zatimco dalsi skupiny dostavaly pouze stejné mnozstvi PBS.
Po tfech dnech bylo podavani opakovano tak, Ze kazdd mys ve skupiné R6/2-MSC obdrzela
celkem dva miliony bunék, zatimco mysi v kontrolnich skupinach dostaly 24 pl vehikulového

pufru (PBS) podruhé [67].

5.8.2 Vysledky a zavér studie

Tato studie ukazuje, ze MSC podédvané intranazalné¢ mysim R6/2 HD byly schopny
migrovat a infiltrovat do ¢ichového bulbu, stfedniho mozku a striata. Intranazalni podani MSC
vyznamné zvySilo miru pfeziti a zlepSilo poruchy spanku mys$i R6/2 a také vykazovalo trend
ke zlepSeni motorickych funkci. Dale 1écba zvysila expresi cAMP-regulovaného neuronalniho
fosfoproteinu DARPP-32 ve striatu, zatimco hladiny exprese synaptickych markerti a ztstaly
nezménény. VSechny zkoumané imunomodulatory prokazaly bud’ vyznamnou obnovu, nebo
vykazovaly trend k obnové ve vétSin€ zkoumanych oblasti mozku po lécbé MSC. Studie
ukdzala, Ze tato metoda je ucinnou cestou podavani MSC pro terapii HD. Vzhledem k tomu,
7ze se jedna o neinvazivni zpiisob podani, MSC lze aplikovat opakovatelné, coz vede
k dlouhodobému terapeutickému ucinku a piekondvani problému nizkého preziti bunck
a imunitni odpovédi hostitele po chirurgickém podani [67]. Podobnych vysledkt bylo také
dosazeno ve studii, kterd zkoumala intranazalni podani MSC u modelu AD a rovnéz prokazala,

ze tento zpusob aplikace je bezpecny a malo invazivni [69].
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6 Lécba amylotrofické lateralni sklerozy pomoci kmenovych

bunék

Amyotroficka lateralni skler6za (ALS, amyotrophic lateral sclerosis) je smrtelné
neurodegenerativni onemocnéni u dospélych, které poprvé popsal neurobiolog Jean-Martin
Charcot v 70. letech 19. stoleti a piivodné se nazyvalo Charcotova tridada. ALS zptsobuje
postizeni jak hornich motorickych neuronti (UMN), tak dolnich motorickych neuroni (LMN),
coz vede k progresivni paralyze. Mezi pfiznaky nervového systému patii kiece, svalova
ztuhlost, hyperreflexie a patologické reflexy, coz jsou ptiznaky postizeni UMN, svalova slabost
a atrofie jsou pfiznaky poranéni LMN. ALS obvykle postupuje rychle a béhem jednoho azZ péti
let po nastupu onemocnéni dochazi k timrti na respiracni selhani. Imunohistochemicka detekce
indikuje akumulaci ubikvitinovanych proteini v motorickych neuronech ALS a gliovych
bunkach. VétsSina ptipadd ALS je sporadickd, pficemz 10 % ptipadi je familiarnich.
V poslednich 20 letech piibyva dikazl o tom, ze pacienti s diagnézou ALS maji klinické
ptiznaky frontotemporalni demence (FTD), coz naznacuje, Ze ob& formy tohoto onemocnéni
sdileji spole¢né piiznaky a biologické charakteristiky [70]. Bohuzel, navzdory rozsahlému
vyzkumu ALS, dnes neexistuje zadna klinickéd ani profylaktickéd 1é¢ba. Existuje pouze jeden
schvéleny 1€k s ndzvem riluzol, ktery v této oblasti modifikuje onemocnéni a prodluzuje
primérnou délku Zivota pacienta o 3 az 6 mésicl. Tato GCinnost se vSak lisi od cloveka
k ¢lovéku [71]. Prodlouzeni délky zZivota pacienti s ALS muze prohloubit porozuméni jeji
patogeneze a podpofit rozvoj Casnych a specifickych diagnostickych metod. Je naléhaveé nutné
vypracovat lécebny plan, ktery nejen zpomali progresi onemocnéni, ale také se bude vénovat

sekundarnim diisledkim, jako je podvyziva a respiracni selhani [70].

Védci doposud provedli mnoho souvisejicich studii, ale patogeneze ALS je bohuzel
stale nejasna. Existuji védecké ditkazy o tom, Ze jak genetika, tak i Zivotni prostiedi se podileji
na patogenezi ALS. Vyzkum ukazuje, ze nckteré konkrétni genové mutace jsou spojeny
s destrukci motorickych neuronli a rozvojem ALS. Neékter¢ z téchto mutaci jsou ptfimo
zodpovédné za indukci onemocnéni, protoze jsou zdédény od rodici a jsou zndmé jako
mutované familidrni geny ALS vcetné superoxiddismutazy (SOD1), TARDBP (TAR DNA
Binding Protein) a dalSich. Mnoho epidemiologickych studii zkoumalo faktory zivotniho
prosttedi, které se podileji na rozvoji ALS. Ziskané vysledky ukazuji, Zze nevhodny Zivotni styl
a razné faktory prostiedi mohou ovlivnit vznik a Sifeni onemocnéni, v€etné expozice toxinum,
tézkym kovim, pesticidim, zemédélskym chemikaliim, elektrickym, magnetickym polim
a virim. Za dalsi vlivné faktory se povazuje také fyzické trauma, strava, koufeni, pracovni
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rizika, geograficka oblast, vék a pohlavi. Bylo naptiklad prokdzano, ze prevalence ALS je vyssi

u muzl nez u zen, a to priblizn¢ dvakrat [71].

6.1 Terapie pomoci kmenovych bunék

Kmenové buiiky byly ptivodné navrzeny jako 1é€ba ALS s cilem doplnit populace
postupné ztracenych motorickych neurond. V soucasné dobé se k 1écbé¢ ALS pouzivaji dva
hlavni typy kmenovych bunék: NSC a MSC. Ptestoze 1écba kmenovymi buitkami prokézala
v klinickych studiich ALS urcitou bezpecnost a G¢innost, pretrvava fada problémui a omezeni.
Existuje mnoho faktort, které ovliviiuji ii€innost 1é€by kmenovymi buitkami a neexistuji zadné

jednotné standardy nebo pokyny pro regulaci téchto faktorii [72].
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Obrazek 4: Terapeuticke strategie s vyuzitim bunék u ALS [73]
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6.2 Mezenchymalni kmenové burnky

Preklinicky vyzkum zkoumajici pfi¢iny a potencialni 1écbu ALS se primarné opira
o modely potkant a mys$i, které nadmérné exprimuji mutované lidské geny SODI1 a vykazuji
podobné vzorce patologie a progrese onemocnéni jako ty, které byly pozorovany u lidi. Pomoci
téchto modelt védci zjistili, ze transplantace MSC riznymi cestami, jako je intratekalni,
intravenozni, intramuskuldrni a intracerebralni, mize byt bezpeénym a ucinnym piistupem
k oddaleni poklesu motorickych funkci a podpotfe neurogeneze [71]. Terapie ALS pomoci
MSC vyuziva jejich G¢inkd bud’ pfimo na motoneurony, nebo nepiimo na gliové a imunitni
buiky. MSC produkuji a vylucuji Sirokou skalu rastovych faktorti a cytokinti, o kterych
je zndmo, ze chrani motoneurony, jako jsou: neurotroficky faktor odvozeny z gliovych
bunécénych linii (GDNF), inzulinu podobny ristovy faktor 1 (IGF-1), neurotroficky faktor
(BDNF), nervovy ristovy faktror (NGF) a vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF).
Z tohoto divodu mnoho preklinickych studii injikovalo MSC piimo do michy v nad¢ji,
ze se zvysi dostupnost téchto faktorii pro motoneurony. Po alogenni transplantaci na poc¢atku
onemocnéni u potkand zlstavaji buiiky v misté vpichu az do kone¢ného stadia onemocnéni.
Tento pftistup zlepSuje motorickou kapacitu, prodluzuje pieziti motoneuronti a délku Zivota.
Na druh¢ stranég, lidské MSC injikované dlouho pfed nastupem ptfiznakili u mysi, nebyly
detekovany ani 70 dni po injekci. Tato data tedy naznacuji, Ze doba integrace MSC do cilové

tkan¢ mlZe ovlivnit vysledek terapie [73].

6.3 Indukované pluripotentni kmenové burnky

1PSC urychluji modelovani ALS in vitro tim, Ze mohou generovat buiiky s genetickym
pozadim pacientl relevantnich pro onemocnéni a reprodukovat klicové charakteristiky nemoci
ve vyzkumnych modelech. Bylo prokazéano, Ze s patogenezi a progresi ALS souvisi vice typl
bunék, jako jsou motorické neurony, astrocyty, oligodendrocyty a mikroglie. S technologii
1PSC lze motorické neurony a dalsi typy nervovych bunék odvozenych od pacientii s ALS
ziskat téméf neomezené. V soucasné dobé jsou tyto typy bunck UspéSné generovany

ze somatickych bunék pacientli pomoci pfeprogramovanych iPSC [74].
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6.4 Nervové kmenové bunky

Ukazalo se, ze transplantované NSC se integruji do michy ALS a diferencuji
se na neurony s funkénimi synapsemi, coz vede ke zlepSeni pfeziti motoneuronti
a motorickych funkeci. Vytvofeni nového motoneuronu u dospélého cloveka by vyzadovalo
prodlouzeni jeho axonu do specifického svalového cile. I kdyz jen malo studii prokazalo
proveditelnost tohoto pfistupu, v modelech ALS zatim nebyla tato schopnost prokazana. NSC
mohou byt pouzity jako zdroj tzv. servisnich bunék, jako astrocyty a interneurony, které
vylucuji rastové faktory a plsobi jako medidtory ke snizeni lokdlniho zanétu. Mohou byt
indukovany tak, aby produkovaly trofické faktory, jako je glialni neurotroficky faktor (GDNF),
a diferencovaly se na astrocyty. Thomsen a kolegové prokazali, ze lidské NSC, které exprimuji

GDNEF, zlepsily symptomy a prodlouzily pteziti po diferenciaci na astrocyty [73].

6.5 Sekretom kmenovych bunék zubni diené u mySiho modelu ALS
Sekretomy kmenovych bunék obsahuji rizné prospésné trofické faktory a cytokiny.
Nedavné studie prokazaly, Zze podavani sekretomu kmenovych bunék ziskanych z tukové tkdné
béhem casné denervace neuromuskuldrniho spojeni (NMJ) u mysiho modelu ALS s mutaci
superoxiddismutazy (mSOD1G93A) zmirnila naruSeni NMJ. V této studii bylo zkoumano,
zda podani sekretomu kmenovych bun€k zubni diené ve formé kondicionovaného média
(DPSC-CM) v rlznych stadiich onemocnéni zabrani ztrat€ motorickych neuroni, prodlouzi
systétmového podavani kondicionovaného média obsahujiciho trofické a dalsi sekrety
z lidskych kultur kmenovych/stromélnich bunék odvozenych z tukové tkan¢ (ASC-CM).
Ukézalo se, ze Casna presymptomaticka lécba ASC-CM oddalila denervaci NMJ, pokud byla

podana pted a béhem c¢asnych stadii onemocnéni [76].

6.5.1 Priprava bunék

Lidské kmenové bunky zubni dfené¢ (DPSC) byly odebrany ze tretich molarh
a kultivovany v nizkoglukézovém modifikovaném médiu s obsahem L-glutaminu,
pyruvatu a 10% fetadlniho bovinniho séra. Odebrané médium (sekretom) bylo zmrazeno
pii teploté¢ —80 °C v 1 ml alikvotu. MySim bylo poté intraperitonealné injikovano 200 ul
sekretomu DPSC nebo vehikula (DMEM) ve tfech rGznych fazich onemocnéni: v ¢asném

presymptomatickém, pozdnim presymptomatickém a kone¢ném stadiu nemoci [77].
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6.5.2 Vysledky a zavér studie

Bylo pozorovano zlepSeni denervace NMJ u mysi lé€enych DPSC-CM ve srovnani
se skupinou léCenou vehikulem v pozdnim presymptomatickém stadiu a doslo
k signifikantnimu zvySeni poctu intaktnich inerva¢nich NMJ. Déle bylo zjisténo, ze gliova
reaktivita byla vyrazné zvysena v centralnim nervovém systému mSOD1 mysi. Vysledky také
ukazaly, Ze reaktivita astrocytli a mikroglii se dramaticky zvysila ve ventralnim rohu bederni
michy. U mysSi s ranymi ptiznaky, 1écenych DPSC-CM osetfené mSODI, se zvysila celkova
délka Zivota ve srovnani s mySmi léCenymi vehikulem. Tato studie prokézala terapeutické
prinosy systémového sekretomu DPSC a vytvofila tak zaklad pro budouci vyzkum 1é¢ebnych
ucinki a dalSich terapii sekretomu kmenovych bunék u ALS. Zjisténi, Ze systémové podavani
DPSC-CM od néstupu piiznaki az do konecného stadia vyznamné prodlouzilo pieziti,
je klinicky nejrelevantnéjsi ze vSech nalezii. Je to proto, Ze vétSina pacientd s nedédi¢nou
formou ALS je léCena az poté, co jsou patrné pitiznaky [77]. Podobnd studie se zaméfila
na neurotrofické faktory, které vylucuji DPSC a také prokazala terapeuticky potenciél
sekretomu DPSC pfi podpote preziti motoneuroni. Mezi hlavni oblasti zajmu budoucich studii
by mélo patfit zaméfeni na dalSi faktory, které nebyly nikdy prozkoumany, zéachrana

motoneuronll pied smrti a také posouzeni novych kombinaci komplementarnich molekul [78].

6.6 iPSC u pacientii s ALS nesouci riizné mutace superoxiddismutazy 1

V této studii se zkoumala exprese mutantniho proteinu superoxiddismutazy 1 (SOD1)
v motorickych neuronech (MN) odvozenych z iPSC bunéénych linii pacienti s ALS, nesoucich
rizné mutace SOD1, ke zlepSeni pochopeni problematiky ovliviiujici MN. Byly vytvoreny dvé
bunééné linie iPSC od dvou familiarnich pacienti s ALS (FALS) s mutacemi SODI-
V14M a SODI-C111Y, které se poté diferencovaly na MN. Zkoumaly se hladiny proteinu
SOD1 v iPSC a MN, nasledné aktivita laktatdehydrogenazy (LDH) v procesu diferenciace
zjiSténo, Ze mnoho transkriptii relevantnich pro mitochondrialni funkce se specificky méni
v SOD1 ALS, coZ naznacuje, Ze transkripéni signatury a expresni vzorce se mohou vyznamné

lisit podle toho, ktery kauzalni gen je mutovan [80].

6.6.1 Priprava bunék

Lidské fibroblasty byly kultivovany ve fibroblastovém médiu (FM) doplnéném o 10 %
fetalniho bovinniho séra (FBS), glutaminu a penicilinu/streptomycinu. Lidské ESC a iPSC byly
kultivovany ve standardnim médiu pro lidsk¢ ESC. Humanni iPSC deriva¢ni médium bylo

stejné jako huménni iPSC kultivacni médium, s tim rozdilem, ze koncentrace fibroblastového
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rustového faktoru beta (bFGF) byla 10 ng/ml. Do fibroblastovych bunck byly zavedeny
retroviry obsahujici lidsky oktamer vézajici transkripéni faktor 4 (OCT4), SRY (sex urcujici
oblast Y) -box 2 (SOX2), Kruppel-like faktor 4 (KLF4) a myelocytomatoézovy celularni
onkogen (c-MYC). Po 48 hodinach transfekce bylo médium obsahujici virus odebrano
a koncentrovéano centrifugaci po dobu 2 hodin pti 22 000 ot. /min, 4 °C. Virova peleta byla
resuspendovana v 1 ml FM a pouzita k infikovani 5 x 10 fibroblastl. Po 8 az 12 hodinach
inkubace bylo Cerstvé fibroblastové médium (FM) nahrazeno infikovanymi fibroblastovymi
buiikami. Po 3—4 dnech byly buiky trypsinizovany a naoCkovany na mysi embryonalni
fibroblastové buiikky (MEF) oSetfené mitomycinem C (MMC) do kultiva¢nich misek. Pouzité
médium bylo uréeno pro odvozeni lidskych iPSC. Po 3 az 4 tydnech se objevily kolonie iPSC,
které byly mechanicky pasazovany kazdé 3 az 4 dny [79].

6.6.2 Vysledky a zavér studie

V této studii byly motorické neurony a iPSC od pacientll s rlznymi mutacemi
pozorovany s mnohem vys§imi hladinami proteinu SOD1, ve srovnani s kontrolnimi skupinami.
iPSC od dvou pacienti s familiarni ALS byly schopné diferenciace na motorické neurony
s riznymi mutacemi SOD1. Byla také zaznamenana vysoka exprese proteinu SOD1 a vysoké
intracelularni hladiny véapniku v motorickych neuronech a iPSC odvozenych od téchto
pacienti. Déle byla pozorovdna cytoplazmaticka chybna lokalizace a tvorba FUS-
imunopozitivnich agregati inkluzi v motorickych neuronech, které¢ se odliSovaly od iPSC
specifickych pro pacienty s ALS nesoucimi mutaci FUS-P525L. Dale byly provedeny
metabolické testy pro sledovani intraceluldrniho Ca®". Jak se o&ekéavalo, motorické neurony
vykazovaly vyznamnéj$i zmény v intraceluldrnim Ca*" nez kontroly. Z této studie vyplyva,
ze motorické neurony diferencované ziPSC linii specifickych pro pacienty, mohou
monitorovat klicové aspekty patogeneze ALS a poskytnout bunécny model onemocnéni pro
dalsi objasnéni patogeneze onemocnéni a uUCinnost bunécné terapie zalozené na zmeéné
castecné objasfiuji mechanismy onemocnéni ALS souvisejicitho s mutovanymi proteiny,
nicméné¢ je tfeba dalSich experimentdlnich ovéfeni, kterd budou poskytovat potencidlné

uzitecné dikazy a napady pro dal$i zkoumani zédkladnich mechanismt patogeneze ALS [80].
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Zavér

V této bakaléaiské préci jsem zjiStovala moznosti vyuziti kmenovych bunck pii 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni. Nejdiive jsem struéné¢ popsala pfi¢inu vzniku
a mechanismus ptisobeni u vybranych onemocnénich. Popsala jsem riizné typy kmenovych
bungk, jejich vlastnosti a potencial, které je ¢ini vhodnymi kandidaty pro bunécnou terapii. Dale
jsem se zaméfila na nejnovéjsi klinické studie, které zkoumaji vyuziti kmenovych bun¢k v této

problematice.

Vysledky studii na zvifecich modelech ukazaly, Ze terapie pomoci kmenovych bunék
muze vyrazné zlepsit neurologické funkce, snizit ztratu neuront a podpofit regeneraci mozkové
tkang. I ptes tyto velmi slibné vysledky je nutné pokracovat ve vyzkumu, aby byl tento zpiisob
terapie u€inny a bezpecny pro pouziti u lidi. Budouci vyzkum by se m¢l zaméftit na zdokonaleni
technik diferenciace kmenovych bunék, prevenci vzniku imunitni reakce a tvorby teratomd.
Celkové lze tici, ze bunécna terapie predstavuje velmi nadéjnou a slibnou metodu k 1é¢bé
neurodegenerativnich onemocnéni. Pfesto je pifed nami jesté¢ dlouha cesta, nez tento zplisob

terapie bude aplikovatelny v klinické praxi.
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