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Bunécné terapie navrhované k obnové radiacniho poskozeni mozku
Cell therapies designed to restore radiation-induced brain injury

Abstrakt:

Neuralni kmenové buiiky jsou nediferencované buiiky, jez jsou definovany svym replikaénim
potencidlem a svoji schopnosti diferencovat do rtiznych typt neuronalnich a gliovych bunék.
Dospély mozek obsahuje dvé neurogenni zony umisténé v subventrikularni zo6né lateralniho
ventrikulu a v dentalnim gyru hipokampu. V obou téchto zonach neuralni kmenové bunky
produkuji nové neurony.

Predmétem bakalaiské prace je shrnuti souc¢asnych poznatkii o neurdlnich kmenovych buiikéach
a molekuldrnich mechanismech ovlivitujicich zmény v neurogennich zoénidch mozku po
radioterapii. Zéaroven jsou popsany bunécné terapie pouzivané k minimalizaci Skod

souvisejicich s radiaénim poskozenim mozku.

Kli¢ova slova:

Neuralni kmenové buiiky, neurogenni zony, radioterapie, radiacni poskozeni mozku

Abstract:

Neural stem cells are undifferentiated cells that are defined by their replication potential and
their ability to differentiate into different types of neuronal and glial cells. The adult brain
contains two neurogenic zones located in the subventricular zone of the lateral ventricles and
in the dentate gyrus of the hippocampus. In both of these zones, neural stem cells produce new
neurons. The subject of the bachelor thesis is a summary of current knowledge about neural
stem cells and molecular mechanisms underlying changes in neurogenic zones after
radiotherapy. At the same time, cell therapies used to minimize damage associated with

radiation are discussed.
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1. Uvod

Radiac¢ni terapie patfi mezi uc¢inné zpusoby lécby rakoviny mozku, nicméné kvalita
zivota lidi, ktefi ji podstoupili a Gspesné dokoncili je vyrazné snizena. Ozatfovani vede ke
kognitivni dysfunkci, ktera zahrnuje deficity v uceni, paméti, pozornosti a schopnosti
vyjadfovani. Rovnéz negativné ovlivituje planovani, koncentraci a schopnost provadéni vice
ukolli najednou. Nasledky se zhorsuji se zvysujici ddvkou zatreni. To plati zejména pro déti, kde
jsou dusledky radiaéni terapie vaznéjsi nez pti ozareni dospélého mozku.

Radioterapie ma multifaktoridlni etiologii, kterd zahrnuje poSkozeni cév, neurozanét,
demyelinizaci, ztratu oligodendrocytii, masivni smrt neuronll a neuralnich kmenovych bunck
(NSCs). Ionizujici zateni také poskozuje neurogenni oblasti mozku, coz ovlivituje neurogenezi
a obnovu mikroprostfedi mozku. V neurogennich oblastech mozku existuji nediferencované
NSCs, kter¢ jsou rezervou neuralnich bunék a po cely zivot podporuji normalni vyvoj a obnovu
mozku. Proto je tak dulezit¢ vyvinout takovou lécbu nésledkli radioterapie, kterd bude
zahrnovat zachovani morfologie a funkénosti NSCs, jakoZz 1 obnovu mozkového
mikroprostiedi.

Z tohoto pohledu ma bunééna terapie pomoci NSCs a jimi vylu¢ovanymi mikrovezikuly
velky potencial. Terapie kmenovymi buiikami fes$i problémy zplsobené radioterapii mnoha
zpusoby. Vysledkem transplantace NSCs je obnoveni morfologie a funkce neurond, zlepseni
kognitivnich schopnosti a myelinizace, snizeni zanétu v mozku a zvySeni prutoku krve
mozkem.

Diky svym jedine¢nym vlastnostem hraji kmenové buiiky dilezitou roli v regenerativni
mediciné. Mohou se mnozit a diferencovat do n€kolik typli neurondlnich a gliovych bunék a
obnovovat poSkozené buiikky nervového systému. Diky témto schopnostem je moZzZné
minimalizovat neptiznivé kognitivni disledky spojené s radiacni terapii, coz je povzbudivé a

naznacuje, ze pouZziti bunécéné terapie zalozené na kmenovych buiikéch je slibné.



2. Neuralni kmenové bunky

Kmenové buitky maji dvé vlastnosti, jednak vysokou schopnost proliferace a jednak
schopnost diferenciace. NSCs patii v dospelém organismu k multipotentnim bunikdm — maji
niz$i diferenciacni potencial nez totipotentni a pluripotentni buiiky; to znamen4, ze diferencuji
pouze v omezené mnozstvi bunécnych typli. NSCs jsou nediferencované buiiky v mozku, které
maji schopnost diferencovat do jednotlivych bunéénych typli neurédlni soustavy, a to do
astrocytll, neuront a oligodendrocytii.

NSCs vznikaji v urCitych oblastech mozku — neurogennich zonéach a proces vzniku
novych bun¢k nervové soustavy z bunck kmenovych se nazyva neurogeneze. Z
nediferencovaného stavu do terminalni buniky prochazi NSC né¢kolika fazemi — klidovou,
aktivacni a progenitorovou. Tento piechod je ur¢en lokalizaci bunék v pribéhu vyvoje, stavem

transkripce a metabolismem.

2.1. Neurogeneze

Proces vzniku novych, kone¢né¢ diferencovanych bunck neurdlni soustavy se nazyva
neurogeneze. Neurogeneze probihd v embryogenezi, ale dlouhou dobu nebyly ptesné dikazy,
jestli vznik novych buné€k z NSCs pokracuje i béhem postnatalniho vyvoje ¢lovéka. Béhem
poslednich nékolika dekad bylo provedeno mnoho studii pomoci riznych pfistupil ve snaze
obejit obtiznou piekazku ve zkoumani lidské neurogeneze, coz je ptistup k mozkové tkani
dospélého Clovéka.

Dilezitym dikazem potvrzujicim neurogenezi v dospélém organismu byla préace
Erikssona z roku 1998, kterd ukazuje na to, Ze proces neurogeneze probiha v mozku po cely
zivot (Eriksson et al., 1998). Experiment byl proveden metodou zavedeni analogu thymidinu,
bromodeoxyuridinu (BrdU), pii 1é¢beé pacientd s rakovinou mozku. Poté byly studovany
posmrtné ziskané tkané lidského mozku. BrdU, schopny imunofluorescenéné oznacit DNA
molekuly v pribéhu S faze, byl pouzit spole¢né s nékterym z neuralnich markerti, jako je
napiiklad neuronal nuclear protein (NeuN). Timto experimentem byly v mozku byly
detekovany nové neurony, které byly vytvoreny z ozna¢enych BrdU bunék, coz jasné€ ukazuje
jejich schopnost déleni a schopnost generovat nové neurony. Tyto presvédCivé vysledky
poskytuji prvni diikkaz neurogeneze béhem postnatalniho vyvoje mozku.

Nasledujici diilezité zkoumani neurogeneze bylo provedeno Spaldingem et al. v roce
2013. V této praci byly analyzovany stopy '*C které ziistaly v ptidé po testovani jadernych
bomb v atmosféfe a které se nasledné se usadily v genomu rostlin, pfijimanych potravou lidmi
nebo zivodichy. Byly sledovany zmény koncentrace *C v lidském mozku a byla analyzovéna

dynamika obnovy nervovych bun¢k po cely zivot dospélého. V pribéhu studie bylo zjisténo,
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ze nejméné 1/3 populace neuront v hipokampu je nachylna k sebeobnové (Spalding et al.,
2013).

Neuralni kmenové bunky byly detekovany nejen u déti a dospélych, ale i u lidi starSich
80 let. Ti vSak meli zasobu NSCs mensi. Analyza mozkovych tkani ukazala, Zze neurogeneze
pokracuje beéhem celého Zivota Clovéka, pouze se s vékem snizuje uroven neuroplasticity a
pocet NSCs (Boldrini et al., 2018).

Krom¢ studie Boldrini et al. z roku 2018 se vSak v tomtéZ roce objevil ¢lanek s presné
opacnym tvrzenim, ktery ukazal, ze Giroven neurogeneze se u ¢lovéka dramaticky snizuje ihned
po narozeni, a to natolik, ze neurogenezi neni mozn¢ odhalit ve véku po puberté (Sorrells et al.,
2018). Ob¢ prace byly zalozeny na analyze exprese shodnych markert, které oznacCovaly
neuroblasty, prekurzory neuronil. Boldrini ale navic dolozil svoji praci nejen histologickou
analyzou, ale i vysledky ze stereologie, trojrozmérné vizualizace tkdn¢ z dvojrozmérnych

vzorka.

2.2. Neurogenni zény

Mista, kde vznikaji nové buiiky nervové soustavy z kmenovych bun€k se nazyvaji
neurogenni zoény. NSCs se u savct vyskytuji ve dvou oblastech, a to v ¢ichovém bulbu a v
hipokampu; pfesnéji v subventrikuldrni zon€¢ (SVZ) v bocnich ¢astech postrannich komor
predniho mozku a v subgranularni zoén¢€ (SGZ) gyrus dentatus (DG) hipokampu (Obrazek 1).
K pochopeni problematiky neurogeneze je také dilezité védét, kde pfesné probihd obnova
neuralnich bunék. V 2014 byla oblast, kde se odehravd neurogeneze u clovéka rozsifena.
Kromé& hipokampu a ¢ichového bulbu byla identifikovana oblast do které se integruji nové
neurony — striatum, jez sousedi s postrannimi komorami pfedniho mozku (Ernst et al., 2014).
Neurogenni zény SVZ a SGZ nejsou identické, existuje rozdil ve sloZzeni bunék, jejich poctu a

funkénosti.
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Obrazek 1 Sagitalni pohled na mozek dospélé mysi se zamérenim na V-SVZ a DG (Michaelidesova et al., 2019); CAI —
Cornu Ammonis 1, CA3 — Cornu Ammonis 3



SVZ je vétsi oblast nez SGZ, zde se generuji oligodendrocyty a dalsi gliové bunky a
interneurony pro oblast ¢ichového bulbu. SVZ je umisténa podél boc¢ni stény, hranicici se
striatem, a se septem. V dusledku pouziti nékolika markerti bylo ukdzano, ze stény SVZ se
skladaji z NSCs, gliovych bunék a neuroblastii. NSCs v raznych ¢astech SVZ maji odlisSnou
identitu, takze vytvari populaci neuront a gliovych bunék, které vykazuji rysy astrocyti. Diky
transkriptomice bylo prokdzano, ze slozeni SVZ se v prubéhu ¢asu neustidle méni, buniky, které
se ptvodné nachazely v této oblasti, zménily své umisténi a expresi markerti, pomoci kterych
mohou byt detekovany. Neurony a oligodendrocyty v SVZ byly také v riznych fazich vyvoje.
Heterogenni slozeni bun¢k bylo pozorovano nejen v Case, ale i regionalné. Zmény spojené s
regulaci transkripcnich faktorti byly identifikovany v laterdlnich a septalnich sténdch SVZ.
Tento vysledek naznacuje diferenciaci NSCs na neurony a oligodendrocyty, pificemz
neurogeneze se prevazné vyskytovala v lateralni stén¢, zatimco gliogeneze ve sténé septalni.
Nové vznikajici mladé neurony mohou z neurogenni zény migrovat do €ichového bulbu
(Mizrak et al., 2019).

V SGZ jsou NSCs umistény blizko krevnich cév ve srovnani s umisténim NSCs v SVZ.
Hlavni ¢ast neuralni bunécné populace v SGZ tvoii radidlni astrocyty. Buniky v SGZ jsou
morfologicky odlisné od bun¢k v SVZ. Nové vytvofené a vyvinuté neurony a dendrity migruji
a doplnuji hipokampus. Proces neurogeneze v oblasti SGZ je dulezity, protoZze nové neurony
putuji do hipokampu a maji dilezitou roli v uceni, paméti, pozornosti, rychlosti a zpracovani
informaci (Ming and Song, 2011). Bylo zjisténo, Ze u lidi s kognitivni poruchou je sniZen pocet
vytvofenych novych neuront a synapsi v hipokampu (Tobin et al., 2019).

Tento rozdil mezi SGZ a SVZ mize byt zplisoben rliznym stupném signalizace. Na
neurogenni zony plsobi stimuly, které zajiStuji molekularni kontrolu nad lokalni specifitou a
heterogenitou a pisobi na NSCs aktivujicimi nebo inhibujicimi stimuly. Stimuly, které
ovlivituji produkei nervovych bunék zahrnuji molekuly vylu¢ované vzdalenymi a lokalnimi
neurony, neurotransmitery a mozkomisnim mokem (Obernier and Alvarez-Buylla, 2019).
V neurogennich zénach je zformovano unikatni prostiedi, podporujici a regulujici proliferaci,
diferenciaci a migraci NSCs do urc¢it¢ho mista. Je to zpiisobeno koordinovanou sekreci
stimulac¢nich faktorti, Zivin a kysliku. Kromé& toho je stabilita prostfedi také podporovéana
rozmanitymi kontakty nervovych bun€k navzajem a kontakty s dal§imi buiikami lidského
mozku, jako jsou mikroglie, ependymalni buiiky, pericyty a dale pak krevni cévy (Doetsch et

al., 1997).



2.3. Mechanismus déleni NSCs

Schopnost symetrického déleni u kmenovych buné€k, pii kterém vznikaji dvé nové
kmenové buiiky a asymetrického déleni, v disledku kterého vznika jedna diferencovana buiika
a jedna bunka kmenova, popisuje teorie neurogeneze. Ta ukazuje, ze pifi vzniku novych
neuralnich bun&k stale existuji kmenové buiiky s diferenciaénim potencidlem. Udaje o tom,
v jakém pomeéru se uskuteciiuji oba typy déleni a taktéz jaké déleni prevladd v riznych
zivotnich periodach, mohou zodpoveédét na otazku, jak dlouho probiha proces neurogeneze.

NSCs se v dospélém mozku pievazné d€li prostiednictvim symetrickych déleni, coz

znamena, ze se postupné zadsoba kmenovych bunck vyc€erpava. Toto ukéazala prace, ktera byla

realizovana v roce 2018 (Obernier et al.,
2018), vysledky této prace vysvétluji,
pro¢ se ve stafi snizuje Uroven
neurogeneze. Vznikajici bunky zlstavaji
bud’ v klidovém stavu nebo se méni na
prechodovy stav, ktery pak miize
diferencovat do neuroblasti (Obrazek 2).

Pti vzniku nékterych neurdlnich buné€k se

stava, ze bunky ztrati kontakt s povrchem
komory mozku, a proto mohou migrovat.

Tyto buiikky maji odliSnou heterogenitu a
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funkci v porovnéni s buiikami ze kterych Tas

VZIllkaJ i vdusledku déleni. Fungu 1] ako Obrazek 2 Graficky znazornéni symetrického a asymetrického déleni

primérni prekurzory neuronil a po d po I'UJ i (upraveno podle (Obernier et al., 2018))

stabilitu a integritu neurdlnich bun€k. Diky symetrickému déleni se v mozku produkuje a
samoobnovuje velké mnoZstvi neuronl, coz dé€la populaci neuronli stabilni, a existuje tak
moznost doplnit jejich zasobu napiiklad po poSkozeni mozku. Zaroveil se ale poCet a zasoba
NSCs postupné vycerpava.

Dalsi studie pak potvrzuje danou teorii piesnéjSimi statistickymi daty; kolem 20-30 %
bun¢k z celkového poctu NSCs po symetrickému deleni zlstava v klidovém stavu, ostatnich

70-80 % bunék generuje populace bunék nervové soustavy. Tim se ale zaroven zasoba NSCs

zmenSuje (Katsimpardi and Lledo, 2018).



2.4. Vliv starnuti na neurogenezi

Jak se méni prolifera¢ni a diferenciacni potencial NSCs béhem starnuti ¢lovéka je stale
otazkou. S jistotou vime, ze nejvyssi Uroven neurogeneze ve svém postnatalnim vyvoji ma
¢lovek thned po narozeni, dosud ale nevime, jak rychle se neurogeneze béhem Zzivota snizuje.

S pomoci oznaceni bunék markery neuroblastii byly ziskany vysledky indikujici, ze v
oblasti hipokampu a ¢ichového bulbu je velky pocet neuroblastt. Jejich pocet vSak dramaticky
klesa uz béhem prvniho roku postnatalniho vyvoje, a dale se pak snizuje (Wang et al., 2011).

Posledni dvé prace vénované tomuto tématu a publikované v roce 2019 ukazuji na to,
ze proces neurogeneze pokracuje 1 u lidi ve vyssim veku. V jedné praci byly detekovany tisice
nezralych neuronti v gyrus dentatus v hipokampu i u lidi do devatého desetileti Zivota, ktefi
neméli neurodegenerativni onemocnéni jako je napiiklad Alzheimerova choroba (Moreno-
Jiménez et al., 2019). Druha prace dospéla ke stejnému vysledku, navic zvysila vk, ve kterém
pokracuje proces neurogeneze az do desatého desetileti Zivota (Tobin et al., 2019).

Snizovani procesu vzniku novych bun¢k nervové soustavy mize byt zptisobeno i tim,
ze recyklace odpadnich proteini v mozku se stdva kazdym rokem zivota mén¢ efektivni. To
zpusobuje nahromadéni nepotfebnych proteinil, jez vede k poSkozenim NSCs. Nasledné to
ovlivni diferenciaci NSCs a sniZeni u¢innost neurogeneze. Faktorem ovliviiujicim neurogenezi
je pritomnost lysozomu s defektni aktivitou u NSCs nachazejicich se v klidové formé. Zvysena
akumulace proteinovych agregatti pak brani pirechodu klidovych bun¢k do aktivniho stavu.
Tento jev byl pozorovan béhem starnuti bunék, coz podporuje teorii o sniZzovani neurogeneze

béhem Zivota (Leeman et al., 2018).

2.5. Typy neuralnich kmenovych bunék

NSCs nejsou identické, vykazuji rlizné specifické vlastnosti podle toho, kde se nachéazi
a v jaké vyvojove fazi se vyskytuji Obecné se neurdlni kmenové buniky u dospélého ¢loveka
rozdéluji na zaklade jejich aktivity: v prvni fazi jsou bunky v klidovém stavu (QNSCs), dokud
nedostanou signal stimulujici dalsi vyvoj. Po takovému signalu buiiky piejdou do stavu
aktivniho (aNSCs) a zacnou se d¢lit. Poté diferencuji na vysoce proliferativni neuralni
progenitorové buniky (NPCs) a pak na neuroblasty. Hlavni roli ve stimulaci pfechodu z
klidového stavu do aktivniho stavu hraje mikroprostfedi, v kterém se NSCs nachazi (Morizur
etal., 2018).

Purifikace NSCs v oblasti SVZ pomoci prutokové cytometrie (FACS) odhalila 4 typy
bunck, které¢ u dospélych savcil, konkrétné u mysi, koexistuji a je mozné je riizné oznacit
(Obrazek 3) (Codega et al., 2014):

1. spici NSCs;



2. klidové NSCs (qNSCs neboli B1q bunky) — vétsina z NSCs, exprimuje glidlni fibrilarni
kysely protein (GFAP) spolu s markerem CD133 (Prominin 1);

3. aktivni NSCs (aNSCs neboli Bla bunky), které exprimuji receptor epidermalniho
rustového faktoru (EGFR);

4. progenitorové buniky (NPCs neboli C bunky, a také transient amplifying progenitors
(TAPs)), z kterych pozdéji vznikaji neuroblasty (A bunky), exprimujici markery ¢asné
neuronalni diferenciace.

CD133 _

Blll Tub

Obrazek 3 Vlastnosti kmenovych bunek V-SVZ a jejich potomkii (upraveno podle
(Codega et al., 2014))

Navic vroce 2017 byly, diky jednobunétné transkriptomice, objeveny dalsi tfi
subpopulace aNSCs v ptechodovych stavech, které vykazuji rozdilnou expresi specifickych
genll: aNSC-brzké, aNSC-stfedni a aNSC-pozdni. Kromé toho byly aNSCs rozdéleny na
bunky, které podléhaji dalsi samoobnové, a na buiiky, které ztratily astrocytové geny a zaroven
ziskaly pro-neurdlnich geny, ¢imZ se pfipravily k dalSi diferenciaci na neuroblasty. Tyto
populace exprimuji odlisné geny, které urcuji diferenciaci a aktivaci, a proto lze tyto populace
oznacit riznymi markery. Pfi pfechodu z aNSC-brzké do aNSC-stiedni faze jsou aktivni geny
bunécného cyklu, coz podporuje samoobnovu NSCs v mozku. Buiiky pak mohou nasledné
prechézet do pozdniho aNSCs stadia, kde za¢inaji byt aktivni geny, které ovliviiuji diferenciaci
neurontl. Tyto buniky jsou pfipravené k dalsi diferenciaci (Dulken et al., 2017).

Téchto vysledki bylo dosazeno diky kombinaci purifikace s profilovanim genové
exprese, metanalyze (srovnani ziskanych dat s jiz zndmymi daty) a strojovému uceni. Tato
metoda je G€inna pii identifikaci molekuldrni identity NSCs, neni vSak perfektni, pofad mame
mezery v pochopeni transkripéni dynamiky a heterogenity NSCs.

Krome¢ toho, diky této metod¢ bylo zjiSténo, jak se méni metabolismus béhem piechodu

z klidové faze do faze aktivni. Vysoka syntéza bilkovin aktivuje maturaci bunék, zatimco



opacny jev byl pozorovan pii vysoké trovni glykolyzy a metabolismu mastnych kyselin
(Llorens-Bobadilla et al., 2015).

Heterogenita bunék je také dualezitd z divodu odlisné reakce bunék na vnéjsi podnéty,
jako je naptiklad ischemické poskozeni mozku. Buiiky reaguji podle toho, v jaké vyvojoveé fazi
se nachazeji. Skute¢nost, Ze NSCs maji odliSnou molekularni strukturu, podporuje neurogenezi
a zpusobuje rychlejsi obnovu tkdn€¢ mozku napiiklad po urazech (Llorens-Bobadilla et al.,
2015).

Sekvenovani provedené s pouZitim jednobunécné transkriptomiky RNA bez purifikace
pomoci FACS u kmenovych buné¢k v SVZ ukazalo, Ze existuji rozdily zalozené na pohlavi
dospé€lého organismu a také regionalni rozdily mezi laterdlni a septalni st€énou SVZ. Ac¢koli obé
stény mohou vést k tvorb& neurontl a glii, septum je vice obohaceno o tvorbu glii a bo¢ni sténa

o neurogenezi (Mizrak et al., 2019).

NSCs byly také rozdéleny | 7

Kiade odisné morfolog D0
na zaklad¢ odlisSné morfologie a > . /*/” ) —»>
oblasti svého vyskytu na A |

Astro NSCs aNSCs NPCs Neuroblas
(aNSCs  a i L. ke

(neuroblasty), B
gNSCs) a C (NPCs) bunky, které
spolu koexistuji v mozku
(Obrazek 4).

A bunky jsou neuroblasty,
jez jsou uspotfadany jako fetézce
rovnobézné se sténami komory
majici ultrastrukturu migrujicich
prekurzord neuronll. Neuroblasty
jsou obaleny dvéma raznymi
buitkami — Bl (aNSCs) a B2
(qNSCs) typu. B1 buiiky jsou v

kontaktu s mozkomisnim mokem

a krevnimi cévami a pﬁJ imaj i Obrazek 4 Schematické zndazornéni SVZ: a) podtypy bunék; b) SVZ
cytoarchitektura: laterdalni komora (V) se sklada z ependymalnich bunék

Signé]y, které reguluj i J ej ich (tmavé a svétle hnédé) a gNSCs (tmavé modré); oblast SVZ obsahuje gNSCs,
aNSCs (svétle modré), NPCs (zelené) a retezce migrujicich neuroblastii

obnovu a diferenciaci. Produkuji (rizové). NSCs se na apikalni strané dotyka mozkomisniho moku a na bazalni
krevnich cév (Cervené); c) sagitalni ez mozku zobrazujici oblast SVZ (maly

kolem 10 000 l’nlgl"u_]ICICh Ctverec) (upraveno podle (Katsimpardi and Lledo, 2018))
interneuront, které pozd&ji generuji riizné typy neurond. Zalezi na lokalit€, jaké typy neuronii
z NSCs vzniknou. NPCs s nejaktivnéj§im délenim jsou uzce spojené s fetézci neuroblastli

(Obernier and Alvarez-Buylla, 2019).
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2.6. Vyvoj a migrace kmenovych bunék

Kmenové buiiky, které jsou zaloZzeny v embryondlnim stadiu, ve svém postnatalnim
vyvoji zistavaji v klidové fazi, pokud nedojde k jejich reaktivaci. Po aktivaci se regionalné
specifikuji. VétSina téchto bunék je u mysi produkovana v ¢asovém tseku mezi 13,5 a 15,5
dnem embryondlniho vyvoje a jsou odvozeny od radidlnich glii (Fuentealba et al., 2015).

Vyvoj embryonalnich kmenovych bun¢k v postnatalnim vyvoji pokracuje v SVZ a
v SGZ. NSCs produkuji nové neurony pro oblast hipokampu. V SVZ je ¢ast B bunék schopna
se délit symetricky, a tim podporovat populaci kmenovych bun¢k v mozku, druha ¢ast se déli
asymetricky a generuje TAPs buiky, které poté

diferencuji do stadia neuroblastii (Obernier et al.,

2018). Nové vzniklé buiiky migruji po specifické ?\%
cesté zvané rostralni migraéni proud (RMS) do *W"‘\"xo,i
¢ichového bulbu (OB), kde terminalné diferencuji RMS X2

X . Hypothalamus
do neuront. Buiky, migrujici danym smérem,

formuji retézce, které tvofi rozsahlou sit’. Retézec Obrazek 5 Pohled na sagitalni ez mozkem dospélého
hlodavce se zvyraznénim dvou omezenych oblasti, kde se
smétuje z kaudalni k rostralni bocni sténé bocni odehravi neurogeneze u dospelych: DG v hipokampu
(HP) a lateralni komora (LV) do RMS ve sméru OB
komory (Doetsch et al., 1997) (Obrazek 5). (upraveno podle (Ming and Song, 2011))
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3. Poskozeni neurogennich zén po radioterapii mozku

Kazdy rok se u stale vétsiho poctu lidi objevuji nadorova onemocnéni, a to vcetné
rakoviny nervové soustavy. Rakovina mozku a nervového systému, kterd aktivné metastazuje,
je u déti druhou nejcastéjsi neoplazii hned po leukémii.

Radioterapie je, spolecné s chirurgickou lé¢bou, jednou z nejefektivnéjSich metod 1€Cby
benignich i malignich naddorG mozku, hlavy a krku, jako je napfiklad meduloblastom a
glioblastom, a to jak u déti, tak i u dospé€lych. Na rozdil od chemoterapie, ktera je ¢asto neti¢inna
kvuli hematoencefalické bariéte, mtize byt radioterapie piesné€ zacilena. Pro omezeni poskozeni
mozku existuji moderni zplisoby ozarovani mozku jako je trojrozmérna konformni radioterapie
(3D-CRT), radioterapie s modulovanou intenzitou svazku (IMRT) a radioterapie gama nozem
(GKYS).

Tato standardni 1é¢ba nadori mé vSak mnoho Skodlivych duasledkd, které vedou k
poskozeni NSCs a k néslednému sniZzeni neurogeneze. Kromé toho, v disledku radioterapie
dochazi k nékterym kognitivnim problémim, jako je naptfiklad porucha paméti, uceni,
pozornosti a rychlosti a zpracovani informaci. Snizeni téchto schopnosti je vidét zejména u déti
— ¢im niz$i je vek ditéte, tim vyssi byva uroven poskozeni (Monje and Dietrich, 2012). S
nejveétsi pravdépodobnosti je tento nevratny neuropsychicky deficit zptisoben skute¢nosti, ze
déti nemaji kone¢né vytvorenou nervovou soustavu, po obdrZeni davky zatreni maji redukovany
pocet NSCs piipadné maji jejich NSCs narusenou schopnost se rozmnozovat, a tim produkovat
nové bunky. Je také mozné piedpokladat, Ze po radioterapii se NSCs zamé&fuji na obnovu
mozkové tkan€ a neurond, ¢imZ ale dojde k vycerpani zasob kmenovych bunék. To Ize
predpokladat na zéklad¢ toho, Ze ionizujici zafeni aktivné ovliviiuje a méni morfologii a
fyziologii bunék, zvlasté bungk, které se aktivné mnoZi, jako jsou NSCs.

I pfes tyto negativni nasledky, radioterapie mozku celkové zlepSuje kvalitu Zivota osob
s rakovinu. K tomu, abychom mohli uvazovat o celkovém zotaveni mozkové tkan¢ u pacientd,
kteti se podrobili radioterapii, je nutné objektivné posoudit ucinek radioterapie na neurogenni
zony hipokampu a subventrikularni oblasti, na kmenové buiiky a na mikroprosttedi, jako jsou
naptiklad krevni cévy mozku. Pfi pochopeni mechanismu zmén morfologie a fyziologie NSCs
pod vlivem ozafovani, jez ovlivituje kognitivni schopnosti po 1é¢bé, budeme schopni
zefektivnit zotaveni pacientdl po radiacni terapii, a tak snizit Skodlivost samotné procedury.

V nasledujicim textu budou popsany soucCasné poznatky o tom, jak radioterapie
ovlivituje pacienty, ktefi maji rakovinu mozku a jaké jsou dusledky pro dal$i vyvoj nervového
systému. Bude diskutovéno, jak se zméni struktura NSCs, ptipadné molekularni mechanismus
proliferace a diferenciace buné¢k, jaka davka ozareni je Skodlivéjsi a jaké limitujici a celkové

jaky je osud u neurogeneze v subventrikularni zoné€ a v subgranularni zoén¢ hipokampu.
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3.1. Apoptdza po radioterapii

Jednou z hlavnich charakteristik kmenovych buné¢k je schopnost aktivné proliferovat.
Pravé diky této vlastnosti jsou kmenové buiky citlivé k radioterapii, protoze zafeni ma
obzvlaste silny ucinek na aktivné se délici bunky. Volné radikaly, které se objevuji po plisobeni
ionizujiciho zafeni zpiisobuji poSkozeni DNA a proteinit v bunkéach. Pokud poskozeni nelze
napravit, je bunika nucena zah4jit proces apoptozy.

Aby se potvrdilo, ze radioterapie vyvolava apoptéozu v buiikach, byly provedeny
nejruznéjsi experimenty na mysich a potkanech. V jednom z experimentti byly potkani (stafi 2-
3 mésice) vystaveny ozafeni v davce 5 nebo 30 Gy, a poté usmrceni v Case od 0 do 48 hodin po
ozateni. Takto bylo mozné sledovat zmény v mozku v pribéhu ¢asu a v zavislosti na davce.
Kontrolni skupina potkand nebyla ozatena. K vrcholu apoptézy doslo 6 hodin po ozafovani,
prvni pfiznaky apoptozy byly identifikovany po 3 hodindch. Pozdéji, po 48 hodinach zadné
pfiznaky probihajici apoptézy uz v mozcich potkanli nebyly pfitomny. Apoptéza byla
detekovana v subependymalni zon¢ (ta je odvozena z embryondlni subventrikularni zény) a v
kal6éznim télese. Data byla ziskana pomoci imunohistochemického znaceni, TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) metody a morfologického hodnoceni
(Bellinzona et al., 1996).

Podle publikovanych vysledku Ize ptedpokladat, Ze pravé nastup apoptozy, a tedy
pokles po¢tu NSCs, miize byt rozhodujicim faktorem ve snizeni neurogeneze a v nasledném

zhorseni kognitivnich schopnosti.

3.2. Vliv radioterapie na neurogenezi v neurogennich zonach

Nové buiiky nervového systému se u dospélého jedince tvoti ve dvou zénach: v SVZ a
v DG hipokampu. Jejich role v postnatalni neurogenezi je dilezita v dalsim kognitivnim vyvoji,
a proto je pochopeni mechanismu zmén téchto zoén po radioterapii zdsadni pro nasledné
programy rehabilitace. Rizné pokusy naznacily, Ze tyto dvé neurogenni oblasti maji odliSnou
reakci na radioterapii. Pii ozdfeni mozku mladych potkant davkou 6 Gy se neurogeneze
vyznamné¢ snizila. Celkovy objem jejich neurogennich zon byl zmenSen (Obrazek 6). Jeden den
po pouziti rentgenového zareni klesla urovein tvorby novych bunck na podobné nizké hodnoty
jak v SVZ, tak i v DG. Tyto hodnoty byly téméf rovny nule, coz ndm tika, Ze citlivost na ozéfeni
je v obou neurogennich zénach podobna. Nicméné dlouhodoba reakce v neurogennich
oblastech byla odlisna. Bylo zjisténo, Ze neurogeneze se v SVZ obnovila po 2 mésicich, zatimco
v hipokampu se viibec nevratila do ptivodnich hodnot (Obrazek 7) (Hellstrom et al., 2009).
Rizné vysledky pfi pouziti stejné davky zareni ukazuji na to, Ze proliferujici buiky jsou

nachylné k ozateni, zatimco kmenové buiky v SVZ zlstavaji neposkozené a pozdéji mohou
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tuto neurogenni oblast znovu osidlit. K tomu vSak nedochédzi v oblasti hipokampu. Tyto
vysledky potvrzuji heterogenitu obou neurogennich zon, vyjadienou také naptiklad vetSim

poctem NSCs v SVZ.
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Obrazek 6 Zmeny objemu dospélého mozku, 9 dni po ozareni. A, B — Obrazek 7 Stereologicka kvantifikace poctu

zmeny v OB; D, E —zmény v DG, C, E — celkovy objem v oblasti OB a proliferujicich bunék, 9 tydnit po ozareni; Ctrl —
DG v neozareném mozku a po radiacni terapii; Ctrl — neozareny mozek, neozareny mozek, Irr — mozek po ozareni
Irr — mozek po ozareni (upraveno podle (Hellstrom et al., 2009)) (upraveno podle (Hellstrém et al., 2009))

Vzhledem k tomu, ze hipokampus je zodpovédny za dilezité funkce v uceni, paméti a
schopnosti analyzovat informace, ucinky ionizujiciho zafeni, které jsou spojovany s témet
uplnou eliminaci neurogeneze v hipokampu, mohou byt hlavnim divodem, pro¢ se po
ozatovani snizuji kognitivni schopnosti, a to zejména u déti. Navic v postnatalnim vyvoji je
proces neurogeneze nejintenzivnéjSi pravé u déti, i kdyz nékteré vysledky naznacuji, ze
neurogeneze pokracuje u ¢lovéka po cely Zivot (Spalding et al., 2013). Zachovani heterogenity
a integrity neurogennich zoén ma tak velky vyznam napftiklad u onkologickych pacientd, kteti
absolvovali béhem své 1écby radioterapii.

V dalsi studii bylo provedeno piimé ozareni mozku mladych potkant za ucelem analyzy
zmén v hipokampu v nésledujicich 120 dnech. Apoptoza byla detekovéana ihned po aplikaci
rentgenového zatfeni, coZ vedlo k poklesu proliferace béhem nasledujicich 24 hodin. Bylo
zjisténo, ze se pocet apoptotickych bunék zvysuje s rostouci rentgenovou davkou. Pokud se
davka rovnala nebo byla vice nez 3 Gy, byl dosazen platé efekt. Zaroven se zdsoba NSCs
vyCerpéavala v zavislosti na davce a proliferace se z dlouhodobého hlediska témét neobnovila

(Tada et al., 2000).

Ve jiném clanku o ozafovani hipokampu z roku 2003 se

350

300

zvysila doba potiebna k dosaZeni vrcholu apoptézy. Maximalni

250

apoptozy se dosahlo po 12 hodinach od ozafeni, pocet

200
apoptotickych bunék také zavisel na davce zareni (Obrazek 8). %

100

W

Pocet nezralych neuronti se 48 hodin po ozéafeni sniZil pfiblizné

Pocet apoptotickych bunék
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. v . cr v ’ Yo s vy 0+ |
na polovinu, pocet proliferujicich bunck byl v této dob¢ téméet o 2 & & 8 1
Radia¢ni davka
roven nule, coz naznacuje vysokou citlivost hipokampu na zateni Obrdzek 8 Zavislost poctu apoptickych
bunék na radiacni davce (upraveno
(Obrazek 9). Tato studie zkoumala G¢inky ozafovani na nervovy podle (Mizumatsu et al.))

systém po dobu dvou mésict, a to pii pouziti davek 0, 2, 5 a 10 Gy. Uroven neurogeneze
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zéavisela na velikosti davky, ale 1 mal4 davka zareni vedla ke kognitivni dysfunkci, a to 1 kdyz

morfologie tkani zlstala prakticky nezménéna. Ozatovani poskozuje progenitorové buiky, ze

kterych se pozd¢ji vytvori
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tyto buniky hraji diillezitou
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. Radiatni dévka roli v synaptické
Obrazek 9 Pocet proliferujicich bunék (zleva) a nezralych neuronii (zprava) v oblasti
SGZ, 48 hodin po ozareni (upraveno podle (Mizumatsu et al.)) plasticité mozku.

Dlouhodobé sledovani ukézalo, Ze tirovenl neurogeneze v hipokampu se s asem neobnovuje,
coz znamena, ze krom¢ progenitorovych bunék mohou byt poskozeny 1 qNSCs, které jsou
odpovédné za repopulaci neurdlnich bunék (Mizumatsu et al.). Pochopeni toho, co se piesné
déje s NSCs v hipokampu pod vlivem rentgenového zatreni, miize pomoci pii vytvareni strategie
pro vylepseni disledki radiaéni terapie.

Experimenty podobného typu byly také provedeny v SVZ. Pomoci pocitatové
tomografie bylo rentgenové zareni lokalizovano v mozku v pfesné specifikované oblasti. Diky
této lokalizované technice bylo mozné studovat vliv rentgenovych paprskii na NSCs, jejich
proliferaci, diferenciaci a migraci. Po ozafeni nebyly identifikovany Zadné progenitorové bunky
a migrujici neuroblasty; qNSCs ztratily svoji schopnost generovat neuroblasty, a to 1 kdyZ byla
potvrzena jejich pritomnost v SVZ. Migrace neuroblastil po jejich typické cesté z RMS do OB
se uplné zastavila. Takto naruSend bunécna organizace se zachovava po jednorazove terapii po
nekolik mésicii a vede ke sniZzeni urovné neurogeneze (Achanta et al., 2012). Nicmén¢ stale je
tieba vice dajl, abychom piesné v&déli, jak minimalizovat poSkozeni a zlepsit kvalitu Zivota

po radiacni terapii.

3.3. Uginky ionizujiciho zaFeni na NSCs

Rozdily v moznosti obnoveni neurogeneze v SVZ a hipokampu byly diivodem pro
bunécnou analyzu NSCs v téchto oblastech. Jsou zmény v kmenovych buiikdch zptsobeny
riznou reakci na zafeni, nebo to zavisi 1 na vnéjSich faktorech? Za timto ticelem byly NSCs
1zolovany a kultivovany oddélené od vnéjsiho prostiedi mozku, a to ve formé neurosfér po dobu
jednoho tydne. Pro experiment byly pouzity bunky z obou neurogennich zon — ze SVZ a z
hipokampu. Neurosféry byly ozateny davkou 2,5 Gy a vysledek byl analyzovan pomoci

reverzni kvantitativni polymerdzové tetézové reakce (RT-qPCR). Vyslednd exprese genti
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zodpovédnych za rtizné procesy v bunice, jako je kontrola bunééného dé€leni, spusténi apoptozy
a déleni, byla analyzovana v okamziku velkého poklesu trovné proliferace, to je 16 hodin po
ozéfeni. Ukézalo se, ze divodem rozdilné reakce na ozatfeni mezi SVZ a hipokampem muze
byt odlisna regulace nékterych gent. Kromé¢ zmén v NSCs na molekularnim urovni, maze byt
pricinou snizeni neurogeneze redukovany pocet kmenovych bunck. Tato studie také potvrdila
korelaci zavislou na davce, ¢im vyssi je davka, tim mén€ kmenovych bunck 1ze v mozku najit.
Udaje z této studie pak dale naznaluji, Ze rozhodujici roli mohou hrat také vngjsi faktory
prostiedi (Hellstrom et al., 2011).

Aby se zjistilo, které bunky jsou citlivé na ozéieni, zda klidové nebo aktivni, a jak se
méni po ozareni jejich pomér, ozaroval Daynac et al. tkan€¢ v SVZ mirnou davkou ionizujiciho
zateni. Stanovil, Ze zafeni zpisobuje smrt aktivnich proliferujicich bun¢k (NPCs a neuroblasti).
Po zniceni aktivni populace NSCs (aNSCs), se zacala d¢lit klidové populace (QNSCs), ¢imz se
snazila obnovit buiiky v neurogenni zo6nég. Tento pfechod z klidové faze do aktivni je zalozen
na zeslabeni GABAR signalizace, ktera potlacuje bunécnou proliferaci. Nejvétsi pocet GABA
receptord najdeme v SVZ u neuroblastd, jejichZ pocet je po ozareni zna¢n€ sniZen, a proto
sniZena signalizace GABAAR stimuluje pfechod qNSCs z klidového stavu do stavu aktivniho.
To vysvétluje skutecnost, ze proliferace v SVZ prudce klesd béhem prvnich 1-2 dnt, nicméné
pozdéji se proces neurogeneze zacne zotavovat (Daynac et al., 2013).

Skutecnost, ze NSCs jsou schopny obnovit neurogenezi v neurogenni zon¢, dava veétsi
Sanci na vytvoreni vylepSené rehabilitacni terapie pro pacienty, kteti absolvovali radioterapii.
Také fakt, ze ne vSechny NSCs jsou stejné citlivé k ozéfeni a v rliznych fazich aktivace maji
ruznou reakci na ionizujici zafeni, je dilezity. Nova populace bun¢k tak mize byt vytvotrena z
radiacné¢ intaktnich qNSCs, zatimco poskozené neurélni prekurzory (NPCs a neuroblasty) jsou
zni¢eny apoptozou. Tento vysledek byl pozorovan pii dédvce ozafeni 2 Gy. Prakticky to
znamend, Ze apoptéza neni pouze negativnim disledkem zéfeni, které zplsobuje smrt
kmenovych bunék, ale s nejvétsi pravdépodobnosti se jednad o mechanismus uzivany k ¢isténi
poskozenych bunék v mozku, ¢imz se eliminuje dal$i mozné poskozeni, naptiklad mutacemi v
ozatenych NSCs. Kombinace apoptézy bunck poskozenych ozafenim a stimulace aktivace
qNSCs ma pozitivni vliv na regeneraci bunék (Barazzuol et al., 2017).

Po radioterapii byla detekovana také demyelinizace v diisledku vycerpani prekurzora
oligodendrocytii, a dale pak byla narusena integrita axond, coz vedlo k kognitivnimu poskozeni
(Mabbott, 2006).

NSCs novorozeného jedince vSak nereaguji na rentgenové zareni stejné jako bunky
dospélého jedince. Eliminace ozafenych progenitorovych bunék neonatalnich mys$i neni tak

ucinnd jako u dospélych mysi. U mladych myS$i mohou nékteré z poSkozenych bunék
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nepodléhat apoptdze a rychle diferencovat, takze ¢ast nové populace bunék nervového systému
se vytvaii z bunék pozmeénénych zatenim. Toto vysvétluje, pro€ je ucinek radiace na mozek
déti siln€jsi a proc u déti, které se podrobily radioterapii, je vEétsi tendence k vytvaieni tumort

Dalsi studie z roku 2019 ukazuje, zZe Cast aktivnich proliferujicich NSCs nepodléha po
ozéfeni apoptdze, ale pfestava se mnozit a za¢ina diferencovat. Takovy mechanismus reakce
na ozafeni lze povazovat za ochranny, protoze v aktivnich buitkach nedochazi ke hromadéni
ruznych poskozeni DNA zplisobenych zafenim, jako jsou jednotfetézcové nebo dvouretézcové
zlomy a rozmanité modifikace a ptestavby v molekule DNA (Konifova et al., 2019).

Celkovée je mozné shrnout, ze zateni vyznamné ovliviiuje zmény v NSCs, témert uplné
nici neuroblasty a NPCs buiiky, ale ponechava nedotéené qNSCs, které v budoucnu u dospélého

jedince mohou obnovit poskozené neurogenni zény mozku.

3.4. Vyznam zmeén vnejsiho prostredi NSCs po radioterapii

Kromé¢ snizeni po¢tu NSCs a jejich zmén v regulaci, ovliviiuje ozafovani také vné&jsi
prostiedi v neurogennich zonach. Mozn4, ze hlavné zména prostfedi NSCs je pficinou stejné
reakce v hipokampu a v SVZ v prvnich nékolika dnech po ozarfeni. Ve snaze odpovédét na
otazku, co je prvofadnym divodem v poruchich neurogeneze po radioterapii, zda zmény v
NSCs nebo zda hlavni roli hraji vnéjsi faktory, jako je mikroprostiedi, byly provedeny rtizné
pokusy.

Jedna ze studii zamé&fenych na zkoumani u€inku ozafovani mozku na mikroprostiedi
naznacuje, Ze po ozafeni byly nalezeny aktivované mikroglie (tyto formy glii jsou povaZzovany
za fagocytujici a tim, ze odstranuji pozistatky mrtvych bunék mohou poméhat obnové mozku
po ozafeni) a byly identifikovany rizné cytokiny, naptiklad interleukin-6 (IL-6) a stresové
hormony (glukokortikoidy). Tyto latky blokuji diferenciaci NSCs, ¢imZ zastavuji proces
neurogeneze. To je zplsobeno zanétlivou reakci, kterd zacina ihned po plisobeni ionizujiciho
zéateni. Aby bylo mozné presné urcit, zda zanétlivy proces zpomaluje neurogenezi a jestli je
rozhodujicim faktorem, indukovali védci umély zanét u mysi pomoci injekce bakterialniho
lipopolysacharidu (LPS). Aplikace LPS vedla ke zpomaleni neurogeneze i1 bez poSkozenych
NSCs. Aktivované mikroglie po ozéareni dale syntetizovaly rozmanité cytokiny a interferony,
coz také ovlivilovalo neurogenezi. Aby se zjistilo, kterd ze sekretovanych latek je prevazujici
pfi inhibici neurogeneze, byly progenitorové buiky jednotlivé kultivovany v pfitomnosti
kazdého cytokinu a interferonu. Ve vysledku nejvétsi vliv na NSCs mély IL-6 a tumor necrosis

factor B (TNF-B). Po kultivaci s t€émito cytokiny se neurogeneze snizila o 50 %, a naopak, pfi

17



blokovani IL-6 pomoci protizanétlivych 1€kt bylo mozné proces neurogeneze obnovit (Monje,
2003).

Zvyseni hladin cytokini po ozafovani bylo pozorovano i v mnoha dalSich studiich.
Stuperi jejich exprese po ozafeni se v riiznych c¢astech mozku 1isi. VEtSi mnozstvi tumor necrosis
factor o (TNF-a) bylo pozorovano v mozkové kiife, v hipokampu ptevazoval interleukin 1
(IL-1B). Takovato regionalné specifickd zména v sekreci protizanétlivych mediatorti potlacuje
neurogenezi v mozku, a tak se podili na vzniku a progresi kognitivnich dysfunkci. Kromé
cytokinli se v mozku po ozateni uvolnilo také zvysené mnozstvi adhezni molekuly vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1), coz muze vést k zdnétu mozkovych cév (Lee et al., 2010).

K ovéfeni toho, Ze ozafovani méni mikroprostiedi, coz ma v plné mife vliv na
neurogenezi, byly neozafené¢ NSCs ziskané purifikaci, integrovany do ozafené neurogenni
oblasti mozku. Pozorovani ukézalo na zvySenou produkci transforming growth factor B 1 (TGF-
B1) buiikkami endothelia v ozafenych oblastech krevnich cév v SVZ. Blokovanim syntézy TGF-
B1 se proces neurogeneze v mozku zlepsil. Prostiednictvim TGF-B1 byla stimulovana apoptdza
progenitorovych bun¢k a byla prodlouZzena doba dormance qNSCs. Podobny mechanismus a
ucinek TGF-B1 na neurogenezi je pozorovan i béhem starnuti, kdy endotelidlni bunky
syntetizuji rastové faktory, které maji vliv pfi zpomaleni proliferace a neurogeneze. Tyto
vysledky také naznacuji ditlezitou roli modifikace krevnich cév v neurogennich zonéach (Pineda
et al., 2013). Po radioterapii se sniZuje pocet cév, slozitost jejich vétveni a zmensuje se jejich
celkovy povrch (Bostrom et al., 2013). DuleZzité je pii regeneraci obnovit krevni cévy mozku
do ptvodniho stavu, protoze ty sekretuji rizné latky, jeZ se podili na regulaci diferenciace
NSCs. Naptiklad protein epidermal growth factor-like protein 7 (EGFL7), ktery vylucuji jak
endoteliarni buniky cév, tak i NSCs, je jednim z modulatort klidové faze NSCs (Katsimpardi
and Lledo, 2018). Mimo jiné ozafovani také zvySuje hladinu exprese vascular endothelial
growth factoru (VEGF), ktery je zodpové€dny za diferenciaci NSCs na endotelové bunky
mozkovych cév. Proto nasledna transplantace NSC po radioterapii i€¢inné pomaha pii obnoveni
pratoku krve mozkem (Joo et al., 2012).

Na zakladé¢ vysSe uvedeného lze konstatovat, Ze zanét je jednim z kliCovych a
rozhodujicich disledki ozafovani mozku, coz nasledné¢ vede k dysfunkcim kognitivnich

schopnosti a naruseni neurogeneze.
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4. Potencial bunécné terapie

Radiac¢ni terapie mize uc¢inné zabranit rozvoji primarnich i metastatickych mozkovych
nadort. Radiace vSak muze ovlivnit nejen rakovinné buiiky, ale také zdravé oblasti mozku.
Vzhledem k tomu, Ze uCinky radiacni terapie vedou k vedlejsim ucinkiim, jako je snizeni
kognitivnich schopnosti, vyviji se stale vice a vice pokrocilych technik k minimalizaci nasledki
radia¢ni terapie, naptiklad existuje metoda ozafovani s modulaci intenzity zafeni. Ale i s témito
modernimi piistupy, dochazi k vyznamnym zméndm v morfologii, mnozstvi a funkci NSCs.
Navic v 1€¢bé rostouciho poctu pacientti s mozkovymi metastazami se béznou procedurou stava
radioterapie celého mozku. Pouziti této metody nevyhnutelné vede k velkym davkam ozaieni
neurogennich z6n mozku.

Nicméné porad diky radioterapii maji lidé moznost zbavit se malignich a benignich
novotvard. S pouzitim ionizujicitho zafeni v lékatské praxi pii 1€cbé nadord se prodluzuje
pramérna délka zivota pacientii. Z dlouhodobého hlediska vSak po ozareni dochazi ke zhorSeni
paméti, pozornosti, koordinace pohybti, sniZzeni Grovné inteligence a ucent, a tyto nasledky jsou
Casto nevratné. Zvlasté siln¢ tyto dusledky ovliviuji Zivot déti s rakovinou mozku. Kromé
snizeni kognitivnich schopnosti, rentgenové zaieni také poSkozuje prostfedi mozku s cévami a
gliemi, coz zpusobuje aktivni sekreci prozanétlivych mediatort.

Nasledky poSkozeni neurogennich zo6n mozku ziistavaji béZnym problémem u pacientd,
ktefi prezili rakovinu. Vzhledem k tomu, Ze radioterapie je stale tradi¢ni a efektivni metodou
pti lécbe malignich novotvard, je dilezitou otazkou, jak zlepsit rehabilitaci nebo minimalizovat
uroven poskozeni mozku. S kazdym rokem se vyznam problému kognitivnich poruch po
cilem vyvinout dal§i postupy regenerace mozkové tkané, a to za ucelem zlepSeni kvality zivota
pacientil, kteti prezili rakovinu. Jednou z nejslibnéjSich metod feSeni tohoto problému je
bunécna terapie s pouzitim kmenovych bunék. Podstata této terapie je jednoducha. Kmenové
buiiky maji velky proliferacni a diferenciacni potencial a také maji tendenci migrovat na své
funk¢ni misto, takZe hypoteticky je mozZné transplantovat kmenové buniky do poskozeného
mozku, coZ by mé¢lo vést k obnoveni funkce a struktury nervového systému. Na zaklade
vysledkl vyse zminénych studii vénovanych G¢inkiim radioterapie na mozek lze predpokladat,
ze pravé diky zavedeni bunécné terapie a zarovenl udrZzovanim normalniho prostfedi v
neurogennich zénach bude mozné vyhnout se vedlej$im ucinkiim zéfeni. Tato slibnd hypotéza
je zvlasté dilezita pro obnoveni funkce hipokampu, protoze pravé tato ¢ast mozku je
zodpovédna za vSechny kognitivni funkce, které se po radiacni terapii zhorSuji. Transplantace
lidskych neurdlnich kmenovych bunék (hNSCs) ma pii feSeni tohoto problému velky

terapeuticky potencial.
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V posledni ¢asti této bakalaiské prace budou popsany hlavni vyzkumné prace zaméfené
na feSeni disledkl ioniza¢niho zéfeni na mozek, jejich vysledky a vyvoj bunécné terapie za
poslednich nékolik let. A také pokusy o vyieSeni problému spojeného s imunitni odpovéedi
organismu a se zpusobem zavedeni hNSCs do mozku, coz je misto s pfiznivéjSimi podminkami
pro transplantaci v porovnani s jinymi perifernimi orgéany. I kdyz je mozek povazovan za
privilegovany organ, stdle ma schopnost aktivovat imunitni odpovéd’. Coz se miize stat
ptekazkou jak z fyziologického, tak i z etického pohledu. Budou zde také analyzovany hlavni
nedavno objevené molekularni mechanismy podilejici se na rehabilitaci neurogennich
vyklenkt v mozku. Budou popséany dalsi postupy, které by mély byt provadény v kombinaci s
bunécnou terapii ovlivitujici regeneraci mozkovych tkani a bun¢k po davkach zareni tak, aby

se znasobil pozitivni uc¢inek bunécné terapie.

4.1. Otazka etiky

Pouzivani kmenovych buné€k patii k regenerativni medicing, protoze kmenové buiiky
jsou schopny pfispivat k obnové bun¢k. Vzhledem k velkému proliferaénimu a diferenciacnimu
potencidlu kmenovych bunék je mozné nahradit poskozenou buitku nebo dokonce vytvorit
funkéni tkan nebo organ. Z tohoto diivodu existuji rizné etické obavy a pravni otdzky, které
vyzaduji ptesné odpovédi.

Je nutné vyjasnit, co jsou kmenové buiiky, jestli mame pravo je uméle pestovat, nebo
provadeét experimenty s pouzitim embryondlnich kmenovych buné€k. Totipotentni a
pluripotentni kmenové butiky jsou povazovany za nejzajimaveéjsi pro regenerativni medicinu,
protoze maji nejvyssi diferenciacni potencidl, a takové buniky se mohou stat jakoukoli jinou
buiikou v lidském téle. Kmenové buiiky tohoto typu jsou v embryondlnim stddiu vyvoje. Pfi
manipulaci s embryonalnimi kmenovymi bunikami je nutné dodrzovat etické principy, podle
kterych je €lovek a jeho stav zohlediiovan predevSim. Pro praci s butikami embrya je nutny
odpovédny a védomy pfistup; vSechny manipulace s nimi musi byt provadény v souladu s
urcitymi pravidly pro pouZzivani téchto bunck.

Pti pouziti NSCs byly odhaleny jejich dalsi vlastnosti, jako je naptiklad schopnost
migrovat do postizené oblasti a ptispét k jejimu naslednému zotaveni; neuroprotektivni funkce,
pfi které NSCs vylucuji latky, které pfispivaji k obnové struktury a funkei tkéni;
imunomodulace, kterd reguluje imunitni podminky a pfispiva k rychlej$i regeneraci. V
nckterych piipadech vSak po transplantaci NSCs byly pozorovany znamky indukované
onkogeneze, vzniku teratomu, neadekvatni migrace NSCs a akutniho odhojeni
transplantovanych bunék. Toto odhojeni se projevilo silnou imunitni odpovédi vyzadujici

pouziti imunosupresivni 1é¢by.
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Aby se minimalizovaly mozné vedlejsi ucinky pti pouzivani NSCs, je v souc¢asné dob¢
podporovano pouziti dospélych kmenovych bunék, protoze tyto buiiky se mohou diferencovat
pouze na omezeny pocet bunéénych typi a pii jejich pouziti existuje méné etickych dilemat nez
pii pouziti embryondlnich bun¢k (Ramos-Zufiiga et al., 2012).

Pti respektovani urcitych pravidel a disciplin pfi praci s NSCs bude mozné efektivné
vyvinout rizné metody 1éCby jak neurodegenerativnich onemocnéni, tak i negativnich uc¢inkt

radioterapie na mozek.

4.2. Potencial kmenovych bunék

Ve snaze dokazat potencial bunécné terapie u radiacniho poskozeni mozku, ozatroval
tym védct v roce 2011 mozek potkantl, a pak transplantoval kmenové buiiky (Acharya et al.,
2011). Tento experiment byl prvni ditkaz pfiznivych ucinku transplantace kmenovych bun¢k
po radioterapii mozku. Dva dny po ozafeni byly multipotentni hNSCs transplantovany do
hipokampu potkanti. Pouziti multipotentnich, a ne pluripotentnich kmenovych bunék pomohlo
vyhnout se vzniku teratomi. Zaroven byl cely experiment proveden na potkanech s oslabenou
imunitou, aby se zabranilo imunoreakci. Buiiky transplantované do mozku zistaly v pribéhu
zkouméni multipotentni a zachovaly si svoji schopnost proliferace. Transplantované hNSCs
aktivné migrovaly podél hipokampu (Obrazek 10) a diferencovaly se na neurony (hlavné v SGZ

a DG) a na astrocyty (nejvice v kaloznim g T BT

télese). U transplantovanych kmenovych
bun¢k byla identifikovana exprese
proteinu  ARC asociovan¢ho S
cytoskeletem. Ten je povazovan za faktor
ukazujici na schopnost integrace do
hipokampu a vytvafeni novych synapsi.
Protein ARC je zdsadné dulezity pfi

formovani dlouhodobé synaptické

Obrazek 10 Zobrazeni hipokampu potkanu po 1 mésic po
u potkanl nebyly pozorovany 2zadné iransplantaci ANSCs. Transplantované busiky hNSCs jsou oznaceni
. . haobrazku jako tmavé hnéda jadra, na obr. D navic oznaceny
Zl’lflmky ataxie a v prﬁbéhu celé studie oznacene Cervenymi Sipkami (Acharya et al., 2011); CAl — Cornu
Ammonis 1, CA3 — Cornu Ammonis 3; CC — corpus callosum; DH
nebyl nalezen zadny teratom. — dentate hilus; GCL — granuldrni buiiky

plasticity a pfi konsolidaci paméti. Navic

Stereologicka analyza ukazala, Ze jeden mésic po transplantaci v SVZ, hipokampu a blizkych
oblastech mozku pteZilo 23 % hNSCs z plivodniho poctu transplantovanych bunék, a po 4
mésicich pouze 12 %. Ptezivajici populace sestdvala ze zralych a nezralych neurond, stejné

jako ze zralych a nezralych astrocytd. Ale i tak malé procento piezivsich kmenovych bunék
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vedlo ke zlepSeni vedlejSich ucinki radioterapie mozku. Kazda hemisféra mozku byla béhem
4 mésicli po ozareni doplnéna asi 7500 neurony a 22 700 astrocyty. U potkanti, kterym byla po
ozafovani podana davka hNSCs, byl pozorovan vyznamné mensi pokles kognitivnich funkci, a
to na rozdil od kontrolni skupiny, kterd po ozafovani nepodstoupila bunécnou terapii. Tento
pokus naznacil slibnou strategii pro rehabilitaci a obnoveni kognitivnich funkci u lidi, jez
podstupuji radiacni terapii.

V roce 2012 byla u mysi testovana transplantace NSCs ocasni zilou po 24 hodinach po
ozareni celého mozku (Joo et al., 2012). Dané kmenové bunky byly schopné diferenciace na
neurony, oligodendrocyty a astrocyty a nahrazovaly tkdn¢ a bunky posSkozené radiaci. U
skupiny mysi, které dostavaly NSCs, byla identifikovana ptitomnost neurotrofickych faktorti
(NGF). Sekrece rastového faktoru ukazuje na ochranny neurotroficky ucinek kmenovych
bunék. Navic NSCs transplantované do mozku mysi zah4jily vylucovani riznych cytokini, coz
prokazuje parakrinni u¢inky kmenovych bunék. Krom¢ toho byl obnoven cerebralni krevni
ob¢h, jehoz hladina byla po mozkové radioterapii snizena. Takové zlepSeni bylo zptisobeno
skute¢nosti, ze nékteré kmenové buiky byly také schopné diferenciace na mozkové endotelialni
buiiky, a tim vykazovaly reparativni u¢inek. Toto naznacuje vysoky regeneracni potencial
bunécné terapie nejen pro obnovu bunck nervového systému, ale také pro regeneraci prostredi
mozku. Diky neurdlni kmenové bunécné terapii byly zachovany kognitivni schopnosti mozku,
jako je napftiklad kratkodoba pamét. Bylo také zabranéno atrofii mozkové tkané. Struktura
mozku byla, ve srovnani s kontrolni skupinou zvifat, které nedostaly NSCs po radioterapii,
poskozena méné. Tato data byla ziskdna po 8 tydnech po transplantaci NSCs na zaklad€ analyzy
morfologickych zmén v mozkovych strukturdch a provedeni rGznych testi na kontrolu
kognitivnich schopnosti.

Hipokampus hraje rozhodujici roli pfi formovani paméti a synaptické plasticity.
Ionizujici zéafeni naruSuje strukturu hipokampu, kterd ovliviluje asociativni, epizodickou a
prostorovou funkci rozpoznavaci paméti. Dal§i vyzkum skupiny Acharya v roce 2015 byl
proveden se zaméfenim na roli transplantovanych kmenovych bunék v neurogenni oblasti
hipokampu (Acharya et al., 2015). V prubéhu studie bylo zjisténo, ze transplantace hNSCs
vyrazné zvysuje kognitivni schopnosti potkand, ktefi podstoupili radioterapii celého mozku.
Tyto ptiznivé vysledky byly ziskdny na zaklad¢€ analyzy exprese ARC proteinu v mozku po
dlouhé dobé po transplantaci — po 8 mésicich. Exprese proteinu ARC kvli radioterapii klesa,
avsak transplantace hNSCs podporovala aktivaci jeho syntézy. To se projevilo zvySenou urovni
vytvafeni novych spojeni mezi synapsemi neurontl. Co muize vysvétlit divod zlepSeni
kognitivniho vykonu po transplantaci? Po pouhych 8 mésicich bylo v hipokampu

identifikovano 16 000 novych bunék, coZ bylo 4,5 % pivodné transplantovanych buné&k
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30 (Obrazek 11). Vjaké mife pfispély tyto

” l
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hNSCs, a nikoli néjaké dalsi faktory bunééné

terapie ke zlepSeni kognitivnich schopnosti,
zustava neznamé. Je rozumné piedpokladat,

" ze schopnost transplantovanych bun¢k k

vvvvvv

trofické podpofe je nejdulezitéjsi pii
. zlepsovani vedlejSich wc¢inkd radioterapie,

s kterd podporuje syntézu urcitych proteint,
- jako je ARC protein, coz pomaha pfi

VytéZiek preZivajicich bunék hNSCs (%)

KR R e vytvafeni novych synapsi. Soucasné po 8

Cas po transplantaci ., , . ,
Obrazek 11 Vytézek prezivajicich bunék hNSCs (%) po 1,4 a mésicich také pokleslo mnozstvi

8 mésicii po transplantaci (upraveno podle (Acharya et al., . B . ., .. R
2015)) aktivovanych mikroglii ve skupiné potkand,
které dostaly hNSCs, avSak 1 mésic po transplantaci byla jejich troveil mirné zvySena ve
srovnani s kontrolni skupinou. To mtlize byt zptisobeno imunologickym odmitnutim, které se
casem snizuje. Anebo skutecnosti, ze mikroglie jsou schopné eliminovat zbytky mrtvych
bunck, a tim ptispivat k obnove neurogennich zon v ranych stadiich po transplantaci. Nejvétsi

mnozstvi aktivovanych mikroglii bylo pozorovano v misté plisobeni kmenovych bunék.

4.3. Vysledky transplantace rtiznych typd kmenovych bunék

Skupina védct provedla v roce 2014 podobny experiment s cilem zlep$it kognitivni
2014) a tim ukazat, jak mohou kmenové buniky dlouhodobé¢ zlepsit ti¢inky radiace. Dva dny po
ozéareni byly pokusni potkani rozdéleny do tfi skupin. U prvni skupiny byly transplantovany
lidské embryonélni kmenové bunky (hESCs) do oblasti hipokampu, druhd skupina obdrzela
hNSCs, treti byla kontrolni skupinou, ktera po ozafovani celého mozku neziskala Zadné
kmenové bunky. Jak to dlouhodobé¢ ovlivni kognitivni schopnosti bylo analyzovano pomoci
testl na rozpoznavani mista po 1 a 8 meésicich po ozafeni. V tomto testu si potkani s
transplantovanymi kmenovymi bunikami vedly 1épe neZ kontrolni skupina. Pfi porovnani dvou
skupin lé€enych bunéfnou terapii, nevykazovala skupina potkand s hESCs téméf Zadné
pfiznaky zlepSeni kognitivnich schopnosti, i kdyZ mira pfeziti transplantovanych bunék u
hESCs byla vyssi (35 % po 1 mésici po transplantaci, 17 % po 4 mésicich). Na druhou stranu
transplantace hNSCs dlouhodobé zlepsSila kognitivni vykon u zvifat (Obrazek 12). Navic
hNSCs vykazovaly vets§i neuronalni diferenciacni potencial oproti hESCs. Tohoto pozitivniho

ucinku bylo dosazeno po jedné transplantaci. Je mozné, Ze transplantace hNSCs doséahla lepsich
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vysledkii z dlouhodobého hlediska 1 diky tomu, Ze hNSCs stimuluji syntézu ARC proteinu,

¢imz podporuji tvorbu novych neuronti a pameéti.
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Obrazek 12 Vysledky kognitivnich testii u 3 skupin + skupiny Ctrl, ktera nedostala ani radiacni davku, ani kmenové buriky.
Informace ziskané z ((Acharya et al., 2014, Acharya et al. 2009, Acharya et al. 2011). IRR — skupina, ktera po radioterapii

nepodstoupila zadné transplantace; IRR + hESCs — po radioterapii byly transplantovany hESCs; IRR + hNSCs — po
radioterapii byly transplantovany hNSCs (upraveno podle (Acharya et al., 2014))

V roce 2019 byl vyzkouSen intranazalni zplsob podani lidskych mezenchymalnich
kmenovych bunék (hMSCs) s cilem otestovat jejich neuroprotektivni funkei (Soria et al., 2019)
a také zjistit, zda je mozné vyhnout se invazivnim metodam implantace kmenovych bun¢k, aniz
by doslo ke ztraté ucinnosti pfi eliminaci nasledkl ozafeni mozku. Mezi vyhody intranazalni
transplantace patii také moZnost dat vice davek kmenovych bunék a neutralizovat prekazku
hematoencefalické bariéry. Zavedenim hMSCs pies nosni dutinu, na cesté k jejich konecnému
cili projdou kmenové bunky dal§imi oblastmi mozku, jako jsou napiiklad ¢ichové drahy, ¢imz
se rozs§ifi jejich terapeuticky ucinek. Tyto buiiky byly izolovéany z tukové tkané, coZ umoZznilo
produkci velkého poctu kmenovych bun&k. Vysledky experimentu ukazaly, Ze aplikované
hMSCs mély pfiznivy ucinek na obnoveni kognitivnich schopnosti mysi. Pfiznaky oxida¢niho
poskozeni v buiikdch a neuralniho zanétu byly snizeny. Také po transplantaci hMSCs byla
ztrata v poctu neurontt mensi neZz je obvyklé po ionizujicim ozéfeni celého mozku. Na
molekularnim uUrovni se snizila mira signalizace cAMP response element-binding
transkripéniho faktoru (CREB) reagujiciho na poskozeni. Odlisna exprese gena spojenych s
regulaci imunitni odpovédi byla pozorovana ve skupinach mysi, které bud’ dostaly nebo
nedostaly hMSCs. Ozafovani zplsobilo zvySenou imunoreaktivitu proteinu GFAP a zvySenou
hladinu aktivovanych mikroglii v mozku. Transkripéni faktor CREB byl u ozéafenych mysi
aktivni, proto byla aktivovana exprese proteinu vazajictho se na CREB, proteinu CREB-
binding protein (CBP). Po aplikaci hMSCs byla uroven sekrece CBP normalizovéana. Dal§im

ucinkem hMSCs bylo potlaceni exprese kaspazy-3 a receptoru formylpeptidu 1, odpovédného
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za chemotaxi neutrofilii, coz vedlo ke snizeni zanétlivé odpovédi. Tento neuroprotektivni
mechanismus piispél ke zlepSeni posSkozeni, které bylo zplisobeno ozafenim dospélych neuront
mozku. Nicméné mladé neurony obnoveny nebyly. Dand studie prokazala neuroprotektivni
funkci hMSCs s pouzitim intranazalni metody implantace. Kognitivni testy na mysSich
prokazaly trvaly u¢inek bunécné terapie, u mysi, které obdrzely davku hMSCs, se zlepsila
pamét, koordinace pohybii a ¢ich.

S kmenovymi buiikami se provadéji rozmanité experimenty pro riizné ucely, nebot’ tyto
bunky maji velky diferenciacni potencial a schopnost stat se jakoukoli jinou butikou. Je to velmi
slibna cesta pro ziskdni rznych typt bun¢k a jejich dalSiho vyuziti ve véd¢ a medicing.
Naptiklad Piao kultivoval prekurzory oligodendrocytti (hOPC) odvozené z pluripotentnich
kmenovych bunék (hPSC) a transplantoval je do mozkt potkanti po ozafeni pro vyzkum
terapeutického ucinku kmenovych bunék pfi neutralizaci vedlejSich ucinkli zafeni jako
potencidlniho mechanismu pii obnové myelinizace (Piao et al., 2015). Kdyz byly buiiky jako
hPSC transplantovany do piedniho mozku, byly schopny zlepsit néasledky ozafeni, jako je
demyelinizace a zmensSeni velikosti kaldzniho télesa a takto pfispivat k obnoveni kognitivnich
schopnosti. Mira pfeziti transplantovanych bun&k byla dostatecné vysokd, hOPC byly
identifikovany v obou hemisférach mozku, nejvyssi koncentrace kmenovych bun€k byla v
kaloznim télese, na stejném misté, kde byly NSCs piijemce. Populace gliovych bunék byla
obnovena. Po dalsi transplantaci hOPC do mozecku se zvysila rychlost feSeni rtiznych
motorickych tkoli, coz ukazuje na dalsi terapeutickou schopnost kmenovych bunék pii jejich
transplantaci do mozku. Kromé pohybovych ukolll podstoupily potkani fadu riiznych dalSich
testll, jako je test na preferenci nového objektu a test na rozpoznani jeho polohy. Transplantace
hOPC do mozkll ozafenych potkanti zlepSila vykonnost pii behavioralnich ukolech
vyZzadujicich schopnosti uceni a pamét’. MozZnost ziskani riznych bunék nervového systému z
lidskych embryonalnich kmenovych buné€k, naptiklad oligodendrocytli, miize pomoci vyfesit
problém difuzni demyelinizace, ke které dochadzi po ozafeni mozku. V dané studii byla
prokazana schopnost hOPC po transplantaci migrovat, coz je také diilezitd podminka pro dalsi
pouziti pii G€inné 1écbe nasledkti radioterapie. Rovnéz byl nazna¢en vyznam obnoveni bilé

hmoty po radioterapii mozku.

4.4. Transplantace mikrovezikul(

Transplantace cizich hNSCs musi byt doprovdzena imunosupresivni [é¢bou, kterd miize
byt problematickd, zejména u starSich osob nebo u lidi se Spatnym zdravotnim stavem, protoze
dlouhodobé¢ uzivani imunosupresiv je toxické (Mollison et al., 1998).

Ve snaze vyfesit tento problém byla v roce 2016 byla zavedena vylepSenad metodika
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implantace hNSCs (Baulch et al., 2016). Po ozareni celého mozku, byly transplantovany do

mozku potkana mikrovezikuly (MV) ziskané z kmenovych bunék. Vysledkem bylo zlepSeni
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Obrazek 13 Vysledky kognitivnich testii u 3 skupin: Control — skupina, kterd
nedostala ani radiacni davku, ani MV, IRR — skupina, ktera po radioterapii
neobdrzela zadné MV, IRR + MV — po radioterapii byly transplantovany MV;

(upraveno podle (Baulch et al., 2016))
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hNSCs tak ptisobily prostfednictvim MV. Po mésici po zavedeni MV nedoslo k Zadnému

sniZzeni objemu hipokampu a kortikalni vrstvy. Radioterapie vyvola zanétlivou reakci a zvySeny

pocet aktivovanych mikroglii, ktery se vyznamné sniZzuje po pouziti MV. Mnozstvi

aktivovanych mikroglii v kazdé oblasti mozku bylo nizsi, zvlast¢ v hipokampu, mozkové kiife

(vrstva II / III) a amygdale (Obrazek 14). Navic zvifata, kterd dostavala MV, méla vice

rozvétvenych dendriti. MV usnadiiuji postup bunééné terapie a chrani nas pfed moznymi

vedlejSimi ucinky transplantace kmenovych bunék, jako je vyskyt teratomi nebo odmitnuti

transplantovanych bunék. Navic Ize fict, Ze transplantace MV zachovava mozkové struktury,

eliminuje zanétlivé reakce a vede ke zlepSeni neurokognitivnich parametri. MV transportuji

R,
w ]
Biugigid . |
Con - Yo HRIR 3 s e ok IRR+MV -
E MR g 3. *28 Fe
e T R Tsez e
= Wgic : SR
s6z - : o
- i‘ -~ \ - 5 !
’ 0w " WV - DH 2 4 - N
DH CiE a : ED-1 DH
. " g 4 4 »e .
[ X ; A e -._‘_-. _.
>} P '_c : -
- »
” - b
fo g8 — a1 0 =
D = 25<10Y m control 5x104 4:10° 2.0.104
W B IRR
2] W IRR + MV
= 20.10¢ 4104
E 3100 1.5:104
=
~l)
Z 15104 3104
(]
] 210> * 10104
,3 ek
£ 10«04 2x104 ek
o
2 12102 5.0«10° -
#9 5.0x10° i 1104 *
8 * i *
s * ek *
0 0
DH GCL  csz&ca Hipokampus Mozkové kiira Amygdala

(v.11 / 100)
Obrazek 14 A-C: Imunohistochemicka analyza neurogenni zony, kde aktivované mikroglie vyznacena cernym
(ED-1+); Con — skupina, ktera nedostala ani radiacni davku, ani MV, IRR — skupina, ktera po radioterapii
neobdrzela zadné MV, IRR + MV — po radioterapii byly transplantovany MV. D: Stereologicka kvantifikace
aktivovanych mikroglii (upraveno podle (Baulch et al., 2016)); DH — dentate hilus, GCL — granularni burnky
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rozmanité latky, které pasobi na rizné ¢asti a funkce mozku. Naptiklad neurotrofni faktory
poskytuji trofickou podporu mozku, dalsi proteiny, napiiklad stimuluji rGst novych synapsi a
proces neurogeneze. Diky imunofluorescenci byly detekovany MV v riiznych oblastech mozku,
nejenom v misté injikace, kde UspéSné puisobily a zlepSovaly stav mozku, coz ukazuje na
schopnost migrace. Tato metoda je univerzalni a je vhodna nejen pro odstraiiovani nasledki
radiacni terapie, ale také v boji proti riznym degenerativnim chorobam, jako Alzheimerova
nebo Parkinsonova choroba.

Vyhodou MV je moZnost intranazalniho podani do téla. Takové doruceni latek
podilejicich se na zlepSeni stavu mozku umoziuje jejich rychlejsi a piiméjsi dodani bez
chirurgického rizika. Pti pouziti této metody bude mozné se vyhnout invazivnim postuptim a
pouziti imunosuprese. Navic tato vylepSena metoda umoznuje modifikovat MV zménou,
nahrazenim nebo ptfidanim raznych latek do bioaktivniho nékladu.

MV plni funkci komunikace mezi bunikami a udrzuji mikroprostfedi. Vznikaji
odd¢lenim od cytoplazmatické membrany a vytvaieji malé vezikuly, které obsahuji rizné latky.
Jsou to lipidové vacky majici nanovelikost (v rozsahu od 100 nm do 1 pum), které jsou schopné
prekonat hematoencefalickou bariéru. Obsahuji rizné slozky, jako jsou lipidy, mitochondrie,
bilkoviny a nukleové kyseliny. Pouziti MV v bunééné terapii znamena ptilezitost k transportu
ruznych latek vyvolujicich rozmanité u¢inky na mozek diky parakrinni signalizaci (Leavitt et
al., 2019).

Byly provedeny pokusy, pfi kterych byly MV naplnény n&jakymi latkami a poté byl
analyzovéan jejich Uc¢inek na organismus. Napiiklad bioaktivni ndklad MV byl doplnén
kataldzou a poté transplantovan mysim. Vysledkem této studie bylo vyznamné sniZzeni trovné
zanétu nervove soustavy (Haney et al., 2015). Zanét v mozku byl také sniZzen zavedenim MV s
kurkuminem, kde byl navic také pozorovan zpomaleny rist nddoru (Zhuang et al., 2011). MV
mohou navic transportovat faktory stimulujici rist a obnovu krevnich cév. Protoze mozek je
jednim z metabolicky nejaktivnéjSich organti, jeho norméalni fungovéani zavisi na plném
zéasobeni krvi, stejné jako Zivotaschopnost nervovych bunék zavisi na vyzive ziskané od cév.

Jednou ze zajimavych sloZek bioaktivniho nakladu MV pro regenerativni medicinu je
miRNA, jez se podili na regulaci exprese riznych genti ve zdravych i poSkozenych mozcich.
Jind miRNA — miR-125a, naopak, ptispiva ke snizeni tirovné syntézy proteinii odpovédnych za
synaptickou plasticitu, neurogenezi a tvorbu novych synapsi. Bylo prokazano, Ze po ozafeni
neurogennich zo6n dochazi k zvySené produkce dané miRNA. Tento vztah naznacuje diileZitost
analyzy rznych typt miRNA a jejich roli v neurogenezi, v zanétlivych reakcich a v procesech

obnovy mozkovych bunék po radioterapii. Mozna ze MV maji neuroprotektivni schopnosti
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diky piitomnosti miRNA ve svém slozeni. Pfi regeneraci se vylucuji proteiny, které jsou
nezbytné k udrZeni zrédni a ristu novych neurond a synapsi. Schopnost miRNA regulovat
produkci rtiznych proteini je Siroce pouzivana pro terapeutické ucely.

Vyse uvedené studie naznacuji, ze hlavnim mechanismem hNSCs a MV zlepSujicim
ucinky radioterapie jsou jejich neuroprotektivni vlastnosti, které se projevuji po transplantaci.
Pro lepsi pochopeni tohoto mechanismu pro obnovu kognitivnich schopnosti po ozateni celého
mozku byly zkoumany zmény ve struktufe hipokampu po jednostranné a oboustranné
transplantaci hNSCs nebo MV (Smith et al., 2020). Pii jednostranné transplantaci byly ziskany
pozitivni vysledky, mésic po transplantaci bylo pozorovano zvysené vétveni a slozitost dendritti
(Obrazek 15), byla zachovana morfologie neuronti v hipokampu, doslo ke zvyseni sekrece
e pétia denar = — 1 rustovych faktorti v gliich a sniZzeni urovné
zénétu a poctu mikroglii. Kognitivni
schopnosti byly také zvySeny ve srovnani s
kontrolni skupinou, ktera po ozafeni nedostala
ZakonZeni dendritii ani davku hNSCs, ani davku MV. Téchto
vysledku bylo dosaZzeno nejen v misté

transplantace ale 1 v dalSich oblastech mozku,

coz také hovoii o schopnosti NSCs a MV

Vv

WCntrl  BIRR  MIRR +hNSCs MIRR+hNSCsT IR +MVI migrovat a §ifit neuroprotektivni funkci. Je

Obrdzek 15 Porovnani délky, objemu, zakonceni a slozitosti  zajimaveé, 7e A4 ptipadé bilateralni
dendritii mezi riznymi skupinami potkanu: Cntrl — skupina,

ktera nedostala ani radiacni davku, ani MV a hNSCs; IRR — transplantace hNSCs se V}'/Sledky v nékter}'Ich
skupina, kterd po radioterapii neobdrzela zadné MV a

hNSCs; IRR + hNSCs — po radioterapii byly transplantovany parametrech neliéily od kontrolni skupiny. A\
hNSCs; IRR + hNSCs I — po radioterapii byla provedena

jednostranna transplantace hNSCs; IRR + MV I — po obou téchto Skupinéch Se neurony
radioterapii byla provedena jednostranna transplantace MV
(upraveno podle (Smith et al., 2020)) granulélrnich bunék v mozku l’IlOI'fOIOgley

neliSily, zatimco sloZitost a hustota vétveni dendriti ve skuping, ktera dostavala hNSCs, byla
nejvyssi ve srovnani se vSemi ostatnimi. U dvoustranné transplantace MV nebylo dosaZeno
stejné pozitivnich vysledkl jako u transplantace jednostranné.

Vysledky této prace potvrzuji, ze transplantace kmenovych bun€k poskytuje
neuroprotektivni podporu, podporuje syntézu nezbytnych latek pro proces neurogeneze, ktera
urcuje zotaveni mozku po ozareni. K tomu také ptispiva také neuromodulaéni role NSCs, coz
potvrzuje zvySena exprese glial cell-derived neurotrophic faktoru (GDNF) po transplantaci,
ktery podporuje rust axonll a chrani je. Celkové shrnuto, jak transplantace hNSCs, tak i MV
vede k stejné pozitivnim vysledkiim. Pfitom transplantace MV poskytuje ptileZitost vyhnout se

moznym teratomtim a moznému imunologickému odmitnuti transplantovanych NSCs.
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4.5. Metody zlepSujici vykon bunécné terapie

Neuralni kmenovou bunécnou terapii lze pouzit jako samostatnou 1écbu nasledkt
radioterapie po ozafovani mozku. NejlepSich vysledkii je mozné dosdhnout v kombinaci s
dalSimi metodami. V soucasnosti pokracuje vyvoj mnohych postupt, které také budou
prispivaji ke zlepSeni stavu pacientd po radiacni terapii.

Dulezité je naptiklad snizit zanétlivou reakci, pfi které se syntetizuji prozéanétlivé
mediatory, které blokuji diferenciaci NSCs. Ptikladem takového mediatoru, ktery podporuje
zanétlivou reakci a sniZuje neurogenezi a kognitivni funkei, jsou interferony typu I (IFN-I).
VyfteSenim problému vzniku zanétu se miize Gcinnost transplantace NSCs nékolikrat zvysit. K
dosazeni tohoto cile se testovalo uziti nékterych 1ékti ve spojeni s bunécnou terapii, jako je
indometacin (Monje, 2003), a rizné dalsi inhibitory prozanétlivych mediatord, které vyznamné
snizuji hladinu zanétu v mozku po ozafeni, ¢imz zvysuji Grovenl neurogeneze. Také terapie
zalozena na inhibici signali TGF- méla dobré vysledky v obnové mozkové tkané. Protein
TGF-f se zacina aktivné¢ vylucovat endotelovymi bunikami po aplikaci ionizujiciho zéfeni a
zastavuje proces diferenciace QNSCs a stimuluje apoptézu NSCs. Po pouziti inhibitort TGF-f
byla pozorovana aktivace proliferace NSCs a vznik novych neuroblasti v SVZ ozafenych mysi
(Pineda et al., 2013).

Heterochronni ptenos krve je dalsi metodou ke =zlepSeni ucinkl radioterapie
(Katsimpardi and Rubin, 2015). Infuze mladé krve nebo plazmy znovu aktivuje funkci NSCs,
obnovuje krevni ob¢h a cévy v mozku.

V neposledni fadé¢ je diilezité vénovat se sportovnim aktivitdm a upravit dietu, protoze
vysoké davky zafeni méni mikroprostiedi mozku. Keto dieta s omezenym piijmem sacharidi a
snizenym obsahem kalorii zpomaluje rychlost ristu nadorti u pacientd. Tato metabolicka
terapie mlZe zlepSit stav pacientll a jejich indikatory neurogeneze a zanétu v mozkovych

tkanich po radioterapii (Seyfried et al., 2015).

4.6. Omezeni uziteCnosti terapie kmenovymi burikami

PrestoZe lze omezeni spojena s tvorbou teratoml s imunitni reakci po transplantaci
bunck vyfesit pomoci MV, stale existuje nékolik ptekazek pro zavedeni neurdlni kmenové
bunécné terapie do bézné praxe 1écby nasledk radioterapie.

Kmenové buiky se ukdzaly jako vysoce prioritni v rehabilitaci poskozenych oblasti
mozku. Nicméné mohou hrat nejen pozitivni roli pii obnové mozkovych bunék a tkéni, ale také
roli negativni. V neurogennich zénadch mozku se vytvareji nové buiiky, které nahrazuji staré
nebo poskozené bunky nervového systému. Nékolik studii ukédzalo, Zze vlivem ionizujiciho

zafeni na oblast SVZ zacina aktivni diferenciace kmenovych bunék, kterd vytvaii novou
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populaci bun¢k a nahradi ty buiiky, které byly poSkozeny radia¢ni terapii (Capilla-Gonzalez et
al., 2016). Nékteré z nove produkovanych bunék se vSak stavaji rakovinnymi a podporuji tak
rist nadoru (Chen et al., 2015). Pfi transplantaci kmenovych bunck tak i radioterapii
neposkozené NSCs mohou prispét k tvorbé nadoru. (Sato et al., 2013).

Tento objev snizil troven divéry v kmenové buiiky jako mechanismu pro obnoveni
normalniho fungovani a struktury mozku. Pfi zdokonalovéni technik bunécné terapie a dalSich
rehabilitaénich metod po radioterapii je proto nutné vzit v uvahu skutecnost, ze bunky
produkované v SVZ mohou pfispivat k rozvoji nadoru. Ackoli tento jev byl pozorovan pouze
u nékolika testovanych subjektl, které podstoupily neurdlni kmenovou bunécnou terapii,
pravdépodobnost rychlejsiho procesu onkogeneze miize v nékterych pripadech zabranit pouziti
NSCs jako metody 1é¢by za ucelem zlepSeni kognitivnich schopnosti. Pravdépodobnost zmény
NSCs na rakovinné buriky, a nikoli na normalni buniky nervového systému, zavisi na mnoha
faktorech, jako vek ptijemce, interval mezi provadénim radioterapie a transplantaci a tim, jaké
bunky byly transplantovany (zda vlastni nebo z jiného organismu). To naznacuje, ze v l1¢kaiské
praxi bude nutné zvazit vSechny rizikové faktory a zohlednit je pii pouziti kmenovych bunck
pti 1écbé pacientld. Na druhé stran€ je takovy postup provadény individudlné efektivnéjsi a je
odiivodnén potifebami pacientl trpicich oslabenymi kognitivnimi schopnostmi po radiaéni

terapil.
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5. Diskuse a zavér

V soucasné dobé se radioterapie pouziva k 1écbé rakoviny, nicméné nasledky této
terapie velmi Casto brani pacientim v normalnim zivoté. Jelikoz jednim z hlavnich divodu je
vycerpani zasoby NSCs, je jejich transplantace logickym feSenim problémii zplisobenych
radiacni l1écbou. Po transplantaci dochazi ke zlepseni kognitivnich schopnosti, zachovani
morfologie hostitelskych neurond, potladeni neurozanétu, zlepSeni myelinizace a zvySeni
pritoku krve mozkem.

Nejzajimavéjsi véci je, ze vSech téchto vysledkl 1ze dosdhnout bez chirurgického
zékroku diky transplantaci MV. Pokusy ukazuji, Zze jak NSCs, tak MV lze transplantovat do
hostitele, a ty poté migruji po celém mozku. Pouziti MV, a nikoli samotnych NSCs, pak
minimalizuje odmitnuti transplantatu a vyskyt teratomd.

V soucasné dob¢ plati, ze neni ptfesné¢ znamo, jak bude lidské t¢lo reagovat na
transplantaci NSCs a MV, protoze doposud byly experimenty provadény pouze na mysich a
potkanech. Vysledky ziskané ze zvitat vSak piedstavuji slibnou metodu. Proto je nutné
prizptisobit bunécnou terapii lidem tak, aby byla bezpe¢na a G¢inna. Zavedeni takové metody
do klinické praxe by mohlo pomoci vyrovnat se s oslabujicim a progresivnim kognitivnim
poskozenim. Tato 1éCba je obzvlasté dulezita pro déti, jejichz vyvijejici se mozek je na zareni
citlivéjsi.

Ptfesny mechanismus parakrinni signalizace MV jesté musi byt objeven. Stejné jako
doba plisobeni, optimalni zptisoby podavani a davkovani, aby byla zajiSténa kvalitni a u¢inna
péce o pacienta.

Tato prace shrnuje doposud ziskané poznatky z experimentli s buné¢nou terapii po
radioterapii. Vysledky ziskané v popsanych experimentech maji potencidl pro regenerativni
medicinu. Je zapotiebi dal§iho vyvoje a vyzkumu ke zlepSeni bunééné terapie s pouzitim NSCs,
aby ji bylo mozZné ji zavést do rutinni klinické praxe. Dalsi vyzkum vyuZziti MV také pomuze
pfi odstrafiovani problému se zavadénim bunécné terapie do l€kaiské praxe. Takovy postup
pomiize nejen pacientiim, ktefi podstoupili radiacni terapii, ale i lidem s poranénim mozku a

trpicimi riznymi degenerativnimi chorobami.
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