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Abstrakt

Indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSCs) se staly novym fenoménem
regenerativni mediciny. Je ziejmé, ze sdileji nékteré spolecné vlastnosti s embryonalnimi
kmenovymi bunkami (ESCs), jako jsou kmenovost, sebeobnova, diferenciacni potencial.
iPSCs maji navic tu vlastnost, Ze mohou byt derivovany na miru pacientovi, a neni proto
nutné podavat imunosupresiva. S ESCs se dale poji kontroverze s jejich ziskadvanim vyhradné
z embryi. U iPSCs muzeme jako jejich zdroj pouzit kteroukoliv somatickou buiku
(preferenén€¢ jsou vyuzivané fibroblasty diky své snadné dostupnosti). Jejich
reprogramovanim transkripénim koktejlem (OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC / OCT4, SOX2,
NANOG, LIN28) se ziska linie nediferencovanych iPSCs, které se dale diferencuji naptiklad
do neuronalnich prekurzori (iNPs). Takto piipravené buiky lze transplantovat do mista
poranéni, kde pomahaji regeneraci tkané piijemce rtiznymi mechanismy, jako jsou bunécna
nahrada ¢i podpora tvorby trofickych faktort. Pfesto ale stale existuje riziko tumorogeneze ¢i
nizké vytéznosti pii samotné ptiprave, coz omezuje vyuziti téchto bunék v klinické praxi. Ve
své bakalarské praci se proto predevsim zaméfim na to, jaky je terapeuticky efekt iPSCs
v preklinickych studiich, jak jsou vyzivany pro 1écbu neurodegenerativnich onemocnéni, jako

je amyotroficka lateralni skler6za (ALS), a akutniho poskozeni michy.

Klic¢ova slova: iPSCs, diferenciace, neuronalni prekurzory, neurodegenerativni onemocnéni,

ALS, mis$ni poranéni



Abstract

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) have become a new phenomenon of regenerative
medicine. It is obvious that they share some common characteristics with embryonic stem
cells (ESCs) such as stemness potential, self-renewal p., differentiation p. iPSCs retain their
epigenetic memory, allowing becoming patient-specific and so it is not necessary to apply
immunosuppressants. The use of ESCs is controversial, because their acquisition is associated
with embryo destruction. As a cell source for iPSCs derivation we can use any somatic cells,
however, fibroblasts are preferably used due to their easy availability. With transcriptional
reprogramming cocktail (OCT4, SOX2, KLF4, c- MYC / OCT4, SOX2, NANOG, LIN28) we
can obtain required iPSCs line, which is then further differentiated into neural precursors
(NPCs). These cells can be grafted into lesion site, where they can facilitate regeneration by
several mechanisms (cell replacement, protective effect, facilitation the expression of trophic
factors). Nevertheless, here we are still dealing with the risk of tumorogenesis or low cell
derivation efficiency that limits the use of iPSCs in clinical practice. In this thesis we will
therefore mainly focus on the therapeutic potential of iPSCs in preclinical studies, their use in
the treatment of neurodegenerative diseases such as amyotrophic lateral sclerosis and in the

treatment of acute spinal cord injury.

Key words: iPSCs, differenciation, neural precursors, neurodegenerative diseases, ALS,

spinal cord injury
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SEZNAM ZKRATEK

iPSCs — indukované pluripotentni burnky

ESCs — embryondlni kmenové buiky

EC — embryonalni karcinoma bunky

MSCs — mesenchymalni kmenové bunky

CNS — centralni nervova soustava

ALS — amyotroficka lateralni skler6za

MP — miSni poranéni

IVF —in vitro fertilizace

OSKM — Ctyfi transkripéni faktory OCT4, SOX2, NANOG a Lin28

BAM — transdiferenciaéni koktejl faktord Brn2/Pou3f2, Ascll/MASH1 a
Myt11l

FGF — fibroblastovy rastovy faktor

INPs — indukované neuronalni prekurzory

IPSCs-NPs  — derivované neuronalni prekurzory z iPSCs

FALS — familidrni forma ALS

SALS — sporadicka forma ALS

SOD1 — superoxid dismutaza 1



1. UVOD

Lidské embryonalni kmenové bunky (ESCSs), ziskavané z embryoblastu blastocyst
(Thomson et al., 1998), jsou pluripotentni bunky schopné sebeobnovy s neomezenym
diferenciaénim potencidlem v ramci tii zarodecnych vrstev — ektodermu, mezodermu
a entodermu. Zaroven umoznuji dlouhodobou kultivaci in vitro. Ve vyzkumu i preklinickych
studiich jsou vyuzivany v bunécné terapii zejména pro bunécnou nahradu ¢i trofickou
podporu, jmenovité pro terapeutickou lécbu riznych poruch centridlni nervové soustavy
(posSkozeni michy, neurodegenerativni onemocnéni...), autoimunitnich onemocnéni
(revmatoidni artritida, cukrovka...) i 1é€bu rakoviny. Ve své bakalaiské praci se zaméfim na
indukované pluripotentni bunky (iPSCs), které oteviely nové perspektivy regenerativni

mediciny.

Limitace zisku a vyuZiti lidskych ESCs vedly k hledani alternativni cesty ziskavani
lidskych kmenovych buné€k s pluripotentnim charakterem, coz se zdafilo v roce 2007
v Japonsku, kde védecky tym ziskal iPSCs pomoci zvySené exprese kombinace Ctyr
transkrip¢nich faktori OCT4, SOX2, KLF4, ¢c-MYC (Takahashi et al., 2007) nebo OCT4,
SOX2, NANOG, LIN28 (Yu et al., 2007). iPSCs svymi vlastnostmi pfipominaji lidské ESCs,
jelikoz maji stejny diferencia¢ni potencial, schopnost sebeobnovy, kmenovost, ale navic jsou
uréeny specificky pro jednotlivého pacienta, ¢imZz vylu€uji nutnost pouziti imunosupresiv.
Existuji tu vSak 1 stejnd rizika jako u linii lidskych ESCs, kterymi jsou tvorba tumoru, nizka

vytéznost piipravy bunék, mozny pienos zvifecich virti a podobné.

Teoretické vyuziti iPSCs je takika neomezené. Startovaci bunéfnou linii pro jejich
vznik mize byt jakékoliv somatickd buika. Preferovanym typem jsou fibroblasty, kviili své
snadné izolaci a poc¢etnosti (Takahashi et al., 2007). Ziskana nediferencovana bunééna linie
iPSCs se diferencuje pomoci riznych faktorti v bunééné prekurzory slouzici k transplantaci.
Sleduje se doba preziti transplantovanych bungk, jejich migrace, diferenciace a komunikace

s hostitelskou tkani a v neposledni fad€ 1 jejich terapeuticky potencial.

Predevsim laka vyuziti iPSCs pii 1é€bé poSkozeni mozku a michy. Centralni nervova
soustava (CNS) je limitovana schopnosti neurogeneze, coZ neumoziuje potiebnou reparaci
tkané€. K neurogenezi v dospélém mozku savct Citelné dochdzi pouze v hippokampu (Gage et
al., 1995; Palmer et al., 1997) a subventrikularni zon¢ (Reynolds & Weiss, 1992; Richards et
al., 1992). S trendem starnouci populace se stale Castéji objevuji neurodegenerativni

onemocnéni, ktera zatim nejsou ucinné 1écitelna.
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Ve své praci se zaméfim predevSim na akutni poSkozeni michy a amyotrofickou
lateralni sklerézu (ALS), tedy na typy traumatického a neurodegenerativniho onemocnéni,
a na moznosti jejich terapeutické 1écby. Cilem je zjistit, zda preklinické studie dosahuji
ocekavanych vysledkii a bezpecnosti, zdali jsou iPSCs vhodné pro 1é¢bu poskozeného mozku
a michy v regenerativni mediciné a zda jsou momentalné¢ dostupné metody, spojené

s transplantacemi iPSCs, dostacujici pro budouci klinické studie.

2. PLURIPOTENTNI KMENOVE BUNKY

Pod pojmem pluripotentni kmenova buiika se skryva buika s téméf neomezenym
diferenciaénim potencidlem. Muze tvofit tkan€¢ vSech tii zarode¢nych listd, s vyjimkou
extraembryonalni tkang, coZ neumoziuje vznik nového jedince. Uplny diferenciaéni potencial
nabizi pouze zygota nebo totipotentni burika, jez jsou soucasti jeden az tfi dny starého embrya

(Ctyf az osmibunééné stadium blastuly).
2.1. Historie ESCs

Pokud bychom hledali prvni zminky o kmenovych buiikdch, nasly bychom je kolem
roku 1878, kdy Ernestem Haeckelem pouzil pojem ,stammzelle”, jako oznafeni pro

nediferencované bunky (Ramalho-Santos & Willenbring, 2007).

Vyznamnym meznikem byl az rok 1960, kdy se béhem studia teratokarcinom poprvé
objevena embryonalni karcinoma buiiky (EC), jako dosud neznamy typ kmenovych bung¢k,
tehdy povazovanych za multipotentni (Kleinsmith et al., 1964). Teratokarcinom je zhoubny
typ teratomu, Casto tvofici tkai ze vSech tii typt zarode¢nych vrstev. Teratom sice dokazuje,
7e bunky maji pluripotentni charakter, ale zaroven je jednim z vyskytujicich se rizikovych
faktori pouziti kmenovych bun€k (Seminatore et al., 2010). EC tvofi ojedinély typ tumoru
v ramci pohlavnich buné€k, vyskytujicich se u spermii i oocytt, a na zéklad¢ schopnosti tvorby
tkanove specifickych typti bunék byly mylné charakterizovany jako multipotentni. V 70.
letech ale doslo k zésadni zméné v chapani diferenciaéniho potencialu EC, coz podnitilo
jejich injikovani do blastocysty a nasledné i1 vyvoj chimerické mysi (Martin, 1980). Chiméru
tvoii geneticky odlisné tkané, coz poptelo domnénku o multipotenci EC. Od té doby jsou

povazovany za pluripotentni.



Ke kyzenému objevu ESCs, derivovanych z vnitini bunééné masy blastocysty mysi,
a vytvoreni vhodnych podminek pro in vitro kultivaci doslo v roce 1981. Linie ESCs byla
potvrzena tim, Ze po transplantaci do mysi vytvarela teratomy (Evans et al., 1981; Martin,

1981).

Tematika EC se objevuje znovu, ale tentokrat se jednalo o builkky odvozené z bunécné
linie Tera-2 testikularniho karcinomu. Poprvé byly udrzovany v in vitro podminkach a jejich
morfologie, povrchové markery a jiné znaky vypovidaly o tom, ze Se jednd o lidské EC. Jde
o prvni popsanou linii, kterd si zachovava schopnost diferenciace v jiné somatické bunky,

naptiklad ,,neuron-like buiky (Andrews et al., 1984; Thompson et al., 1984).

Thomson o né&kolik let pozdé&ji uskutecnil pokusy s izolaci lidskych ESCs z vnitini
bunééné masy blastocysty, ktera byla darovana pro vyzkum z nepouzitych in vitro fertilizaci
(IVF). Stanovil podminky pro jejich rist v médiu, testoval jejich karyotyp, telomerdzovou
aktivitu, expresi stanovenych markerti i po nékolikdtém pasdzovani, a tim dokézal jejich

nediferencovany stav (Thomson et al., 1998).

V dalSich letech se objevuje mnoho novych védeckych studii pojednéavajicich
o dokonalejSich metodach. Rozpracovaly se metody diferenciac¢nich protokolli, napiiklad do
kardiomyocyt ¢i pankreatickych bun€k pro transplanta¢ni ucely. Presto se s ESCs poji
kontroverze s jejich ziskavanim z IVF blastocyst, protoze se procesem destruuji. Je znamo, ze
proto v roce 2001 tehdejsi prezident George Bush zastavil vyzkum embryonalnich bunék
financovany statem. Ve svych projevech vyzyval k hledani jiné alternativy, kde by nebyla
pouzivana lidska ,,embrya*. Barack Obama ale v roce 2009 financovani vyzkumu obnovil.

V USA a v nékterych evropskych zemich tak zastava pouzivani ESCs problémem.
2.2. Historie iPSCs

Za prvni pfipad indukované pluripotence lze povazovat pokus s klonovanim ovce
Dolly, kdy se jednalo o pfenos jadra z dosp€lé somatické buniky do oocytu. Pokus se sice
zdafil, ale ovce brzy zahynula na multiorganové selhani (Wilmut et al., 1997). Od té doby se
tematice indukované pluripotence vénovali védci intenzivngji, hledajice zptisob bez nutného

jaderného transféru.

V roce 2006 piiSel s prilomovym objevem Shinya Yamanaka, kdyz ziskal linii
nediferencovanych iPSCs pomoci indukce ¢tyt transkripénich faktorit u mysich fibroblastt.

Na zacatku tym stanovili 24 gent, které by potencialné¢ mély zajistit pluripotenci znadmé
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z linie ESCs. Pro transfer byla vyuzita retroviralni transfekce. Jak jsem jiz zminil, ,,genovi®
kandidati ztstali nakonec Ctyfi (OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC) (Takahashi & Yamanaka,
2006). Po roce se zdafil experiment i na lidskych adultnich fibroblastech se stejnou ¢tverici

faktort (Takahashi et al., 2007).

Dalsi skupin¢ védci, pod vedenim Thomsona, se podafilo vyvolat indukovanou
pluripotenci s jinou kombinaci transkripénich faktora (OSKM), kdy faktory KLF4 a c-Myc
byly nahrazeny za NANOG a Lin28 kvuli onkogenimu charakteru c-Myc (Yu et al., 2007).

V nasledujicich letech se védecké skupiny pokouSely o jiné alternativy indukce
pluripotence, vyuzivajice mén¢ rizikovy typ transferu faktorti, mensi pocet faktoru ¢i jejich
uplné nahrady za chemické latky. Nadéjnou cestou je i takzvana transdiferenciace, ktera
upln€ vynechdva nediferencované stadium pluripotence a hned vytvaii ze somatické linie
naptiklad kardiomyocyty nebo nervové buiiky (Vierbuchen, 2010; Ieda, 2010; Abdullah et al.,
2012). Tyto vyzkumy probihaji dodnes, ptfesto ale ESCs stdle zistavaji stale ,,zlatym

standardem* pro vyzkum indukované pluripotence.
2.3. Charakteristika ESCs

ESCs se nachazeji v bunéné mase uvnitf blastocysty staré Ctyii az pét dni. Z ni
postupné vznikd primitivni ektoderm, pozdéji se diferencujici béhem procesu gastrulace
v zarode¢né vrstvy ektodermu, mezodermu a entodermu. Blastocysty se ziskavaji
z darovanych nepouZitych preimplantacnich embryi. Po vyjmuti vnitini bunééné masy neboli
embryoblastu dojde k destrukci embrya, coz s sebou nese etické problémy. Takto izolované
ESCs se pfenesou na kultivatni médium s podpirnou vrstvou fibroblast, kde rostou
a proliferuji. Jako dikaz své schopnosti pluripotence musi ESCs po vyjmuti tvofit embryoidni

téliska a teratomy (Thomson et al., 1998).

Mezi zékladni vlastnosti ESCs patii kmenovost, schopnost sebeobnovy, pluripotentni
diferenciacni potencial a schopnost proliferace. Sdruzeni International Stem Cell Initiative,
kam mimo jiné patii i odd€leni biologie Iékaiské fakulty Masarykovy univerzity v Brné,
charakterizovalo 59 embryonalnich linii, které se pouZivaji celosvétové (tfi jsou z CR).
Spojuji je podobné expresni znaky typické pro ESCs linie. Patfi sem glykolipidové antigeny
SSEA3 a SSEA4, keratan sulfatové antigeny TRA-1-60, TRA-1-81, GCTM2, GCT343
a proteinové antigeny CD9, Thyl, tkanové nespecificka alkalinova fosfataza, HLA tridy 1
a geny NANOG, POU5F1 (OCT4), TDGF1, DNMT3B, GABRB3, GDF3 a dalsi (Adewumi



et al., 2007). Ugelem uvedeného celosvétového sdruZzeni bylo poskytnout systematicky

a srovnavaci prizkum vsech linii ESCs.

Vlastnosti ESCs se vyuziva zejména v oblasti bunécné terapie predevsim dvojim
zpisobem. Zaprvé slouzi k vytvareni bunéénych prekurzort, které v tkani diferencuji do
specifickych bun¢k pro danou oblast nebo mohou nahrazovat poskozené bunky, dopoméhat
jim k regeneraci pfes ristové faktory, cytokiny a podobné. A za druhé mohou slouzit i1 jako
modely pro 1é¢bu riznych nemoci ¢i poskozeni, nebot na nich lze zkoumat G¢innost nové

vyvijenych farmaceutik, toxicitu a rizné mechanismy souvisejici s vyvojem.

Jsou popsany ptipady, kdy se podatilo diferencovat bunky pluripotentni do bun¢k
s typickou patofyziologii danych poruch, jakou jsou Parkinsonova choroba (Lindvall
& Kokaia, 2009), ALS (Dimos et al., 2008), Huntingtonova choroba (Park et al., 2008),
diabetes mellitus (Kroon et al., 2008), Duchenneova a Beckerova muskularni dystrofie (Ebert
et al., 2009), infarkt myokardu (Pal, 2009), iktus (Seminatore et al., 2010) a mi$ni poranéni
(MP) (Aznar & Sanchez, 2011). ESCs se bohuzel omezuji jen na allogenni podani. Navic je
etiologie uvedenych chorob velice komplikovanad, a proto se stava, ze zvifeci modely nemusi
podavat objektivni hledisko pro klinické terapie. Kazdopadné iPSCs by mohly tento problém

osvétlit a byt piinosem pro hlubsi porozumeéni i 1é¢bu zminénych poruch.
2.4. Charakteristika iPSCs

iPSCs se ziskavaji dediferenciaci somatickych bunck. Prednostné se vyuZivaji
fibroblasty pro nejmén¢ invazivni zplsob izolace a snadnou expanzi (Abdullah et al., 2012).
1iPSCs maji podobné vlastnosti jako ESCs, to jest kmenovost, schopnost proliferace,
schopnost sebeobnovy a pluripotentni potencidl. Ziskanim nediferencované linie iPSCs
pomoci ¢tyt transkripcnich faktori OSKM (Yu et al., 2007), vnesenych retroviralnimi,
entiviralnimi, adenoviralnimi, plasmidovymi ¢i proteinovymi vektory (Wang et al., 2010),
neziskdme pouze bunky vykazujici vysoky stupen podobnosti s ESCs, ale navic epigeneticky
identické s darcovskou tkani. Je proto mozné pacientovi napiiklad odebrat vzorek kuze,
z n¢j vytvoftit ,,na miru usité* iPSCs. Pomoci nich ho bude mozné 1é¢it, nebot’ iPSCs Ize dale
diferenciovat do bunék specifickych, jako jsou neurony, kardiomyocyty, insulin produkujici
bunky, endotelialni a hematopoetické buniky (Chambers et al., 2009; Zhang et al., 2009a;
Zhang et al., 2009b; Choi et al., 2009).



Védci zkoumaji iPSCs, jejich vlastnosti, omezeni, podobnosti a rozdily s ESCs uz od
roku 2006 (Takahashi & Yamanaka, 2006; Yamanaka, 2012). Roste také tada
zkouseji nové, s cilem zlepSit vytéznost a cCistotu linii. Za zminku stoji napiiklad
transdiferenciacni protokol, ktery Uplné pomiji nediferencované stadium iPSCs a rovnou
vytvaii indukované prekurzory pouzitim BAM koktejlu (Brn2/Pou3f2, Ascll/MASH1
a Mytll) (Abdullah et al., 2012). Zkoumané techniky by mohly pomoci vyfesit jeden
z problémi mozného tumorogenniho charakteru iPSCs. V 1écebné praxi by v budoucnu
iPSCs mohly nahradit ESCs. Prvni klinické testy jiz ve svété probihaji. Prvnim schvalenym
testovanim byla 1é¢ba vékem podminéné makularni degenerace, provedené v Japonsku v roce
2013 (Mead et al., 2015), studie ale byla pozastavena z divodu vyskytu mikromutaci

u jednoho z pacientti.

3. DERIVACE iPSCs
3.1. Cesta k pluripotenci

Doklady pluripotence nalezneme uz v klonovani savci (Wilmut et al., 1997), které
dokazuje, ze bunétné jadro obsahuje potfebnou dédi¢nou informaci pro vyvoj a oocyt
potiebné faktory pro reprogramovani jadra somatickych bunck. Dlouhou dobu prevladal
nazor, ze proces reprogramovani bunééného jadra souvisi s demetylaci CpG ostrivki, a tim
s aktivaci klicovych pluripotentnich genti. Metylace ma totiz vyznamny vliv na transkripcni
aktivitu. V ESCs jsou pluripotentni geny nemetylované a naopak v somatickych burnkach jsou
tyto geny jiz metylovany, a tim umléeny (Pfannkuche et al., 2010). Mezi védci se vytvofilo
nékolik skupin zkoumajicich bunétné jaderné reprogramovani a hledajici hlavni regulacni
faktory. Jednim z takovychto regulatort byl transkripéni faktor MyoD, ktery umi
reprogramovat fibroblast do myocytu (Davis et al., 1987). Zakladni pfelom se odehral v roce
2006, kdy byly ziskany iPSCs pouzitim transkripéniho koktejlu OSKM. Vyznam objemu
podtrhlo ziskani Nobelovy ceny. Uspdchu by ale nebylo dosaZeno bez vyzkumil v oblasti
ESCs, které se na této tematice zasadné podileji. S prvni derivaci ESCs se totiz stanovily
podminky pro jejich dlouhodobou kultivaci fibroblastovym ristovym faktorem (FGF)
(Evans et al., 1981; Martin, 1981), bez kterych by nebylo mozné pokrocit ve vyzkumu

kmenovych bunék.



3.2. Pluripotentni faktory a jejich prenos do bunék

Metodika ptipravy iPSCs zahrnuje dvé oblasti zkoumani. Prvni se zabyva samotnou
studii vzniku pluripotence, tedy gent ¢i riiznych aditivnich prostiedkli, a druhd pfenosem
Kombinace faktorti zajistujici pluripotenci byla objevena v roce 2006 (Takahashi

& Yamanaka, 2006). Jejich vlastnosti jsou uvedeny nize:

e Oct 3/4 (také Pou5f1) reguluje sebeobnovovaci potencial ESCs a také nejspis blokuje

diferenciaci

e S0x2 ma rovnéz sebeobnovovaci potencidl a spoleéné s Oct 3/4 udrzuje pluripotentni

stadium

e KIf4 umoznuje proliferacni vlastnosti ESCs, pusobi jako tumorsupresorovy faktor

a mé onkogenni charakter
e c-Myc umoziuje proliferaci, blokuje diferenciaci a také ma onkogenni charakter

Pfesné¢ touto kombinaci se ziskala prvni linie nediferencovanych iPSCs. Pro dopraveni
zminénych faktor do buiiky bylo jako vektorti vyuZzito retroviri. Vytéznost této metody byla
0,02% (Takahashi et al., 2007). Faktory KLF4 a c-Myc maji onkogenni charakter a proto je
jejich pouziti nevhodné pro piechod do klinické praxe. Thomsonovi s kolektivem se podafila

nahrada téchto dvou problematickych faktort (Yu et al., 2007) nasledovné:
e NANOG urychluje reprogramovaci proces a podporuje proliferaci

e Lin28 je exprimovan jak v ESCs, tak EC a je spojovan s diferenciaci a proliferaci

bunék

Vyzkumnici pouzili jiny vektorovy systém, a to pies lentiviry, a ziskali v zavislosti na
pouzité startovaci bunécné linii vytéznosti 0,022% a 0,0095% (Yu et al., 2007). Zajimavé je,
7ze Thomsonova skupina shledala faktor KLF4 nepodstatnym pro proces indukce, ale

Yamanakova zaznamenala obdobny vysledek s NANOG faktorem.

V jinych studiich se védci pokouseli najit kompletni alternativu k uvedenym faktorim.
Vsechny mély spole¢ny pivod v ESCs v souvislosti s pluripotentnim charakterem (PRDM 14,

Sall4, Esrrb, Utfl, Tet2, Glisl). Vyzkumy vlastné probihaji neustéle, kazdy rok je zalozeno



neékolik novych i1PSCs linii (Yamanaka, 2012), které se samoziejm¢ liSi vlastnostmi

a diferencia¢nim potencialem.

Na zéklad¢ testovani a porovnavani s ESCs liniemi se doSlo k zavéru, Ze nékteré
bunécné linie tvotené z iPSCs jsou ziskavany se stejnou vytéznosti, napiiklad motoneurony,
a jiné naopak s hor$i vytéznosti, napt. Pax6+ bunky (Hu et al., 2010). Lze tedy konstatovat, ze
1PSCs maji mirn¢ odlisny diferenciacni potencial nez ESCs. Pied tiemi lety byla publikovana
studie, v niz byly nahrazeny kli¢ové transkripéni faktory Oct3/4 a Sox2 za liniové specifické,
které také vyvolavaji pluripotentni stadium (Shu et al., 2013). Zajimavé je zjisténi, ze liniové
specifické faktory jsou pfesnym opakem pluripotentnich faktorti zndmych z ESCs. Hranice
mezi vyuzivanim gend pluripotence pro ziskavani iPSCs a liniové specifickych genti pro
generovani bunéénych prekurzori se uz nejevi tak ostrd jako pied deviti lety. Poslednim
velice nadéjnym pfistupem k dané problematice je novy zpiisob ziskavani indukovanych
prekurzori, kdy se vyneché stadium nediferencovanych iPSCs (Vierbuchen, 2010; Ieda, 2010;
Abdullah et al., 2012). Dikladné&jsi rozbor bude proveden v kapitole 4.
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3.3. Nové metody zvySujici ucinnost derivace iPSCs

Procentualni vytéZnost je jednim z handicapi pfi reprogramovani bunck. Védce
zajimalo, jak tento proces zdokonalit. Latky, které pozitivné ovliviiuji cely pribéh procesu,
pochazeji z nejriznéjsich zdrojt, od chemikalii az po vitaminy. Zhao et al. (2008) pouzili
faktory p53 siRNA a UTF1, které vykazovaly navySeni poctu ziskanych bunék az
stonasobné&. ZlepSeni reprogramovani bun¢k inhibici p53 potvrdilo vice laboratofi. Kladnych
vysledkll se docililo 1 pifi pouziti kyseliny valproové (VPA). Jejim pouzitim doSlo nejen
k deseti az dvacetinasobnému zvySeni vytéznosti, ale také doSlo k nahrazeni faktoru c-Myc
pouzitim pouze faktori Oct4 a Sox2 (Huangfu et al., 2008). Jiné studie hovoii o inaktivaci
TGFB a MEK-ERK drahy piisluSnymi receptory, coz vede k dvésténasobnému navySeni
vytéznosti (Lin et al., 2009). Poslednimi latkami, které bych zminil, jsou vitamin C ¢i rizné
kombinace jinych antioxidativnich slozek (Esteban et al., 2010). Ty vétsinou cili na enzymy
regulujici histony, které ucinkuji jako enhacery celého reprogramovaciho mechanismu

a zéroveil umoznuji ndhradu za nékteré reprogramujici faktory.



3.4. Pienos faktoru do somatickych bunék

Druhéd oblast zkoumani idealni metodiky ptipravy iPSCs se zabyva problémem
dopravovanim reprogramovacich faktorti do somatické buniky. Jedna o transfekcei, pii které se
pouzivaji vektory rtzného puvodu. Vektory se obecné vyuzivaji pro pienos genetické
informace do buriky s cilem pomnozZeni a exprese cilené ¢asti DNA. V podkapitole 3.2. bylo
zminéno, ze se nejdiive vyuzivalo virovych vektori, jmenovité retroviri a lentivirg.
Jednoduchost metody umoznila dosazeni stejnych vysledkd i v jinych laboratofich.
S uvedenymi viry se ale poji jisté riziko nezadouci integrace do genomu (mutageneze),

projevujici se také napiiklad v genovych terapiich (Hacein-Bey-Abina et al., 2003).

Vytéznost procesu transfekce retroviry a lentiviry byla vzdy nizka, blizila se
maximalné jednomu procentu reprogramovanych fibroblast. Kromé& zminéné ziskané
mutageneze navic mohou uvedené linie iPSCs pusobit imunogenné. Proto se hledaly
wintegrative-free*“ zpthsoby dopravy bez téchto nezadoucich vlastnosti. Patfi mezi
adenoviry, Sendai viry a plasmidy (Okita et al., 2008; Fusaki et al., 2009). Dale lze vyuzit
,virus-free“ metod, kam patii mRNA, transpozony a proteiny (Warren et al., 2010; Woltjen

et al., 2009; Kim et al., 2009). Shrnuti zminénych metod znazorfiuje obrazku 1.

%y

Lentiviral
Integrative
Efficiency: 0,1~1,0%

Transposon
Excisable
Efficiency: 0,19

Adenoviral
Nonintegrative
Efficiency: 0,001%

Plasmid
o - Nonintegrative
Efficiency: 0,0019%

’T) ;__f‘ . Protein
o Q % DNA-free
Y D B owse. Efficiency: 0,001%

mRNA
DNA-free
Efficiency: 2,0%

Obr. 1 — Hlavni reprogramovaci strategie pro transfekci somatickych bunék na iPSCs

(ptevzato Coatti et al., 2015)



Rutinn¢ jsou jako vektory vyuzivany zvlasté plasmidy a Sendai viry (Yamanaka,
2012), vSe ale nasvédcuje tomu, ze se v budoucnu bude vyuzivat predevsim mRNA, protoze
pfi jejim pouzitim je vytéznost zatim nejvyssi a nevytvareji se genové alternace. mRNA ma
ale i nevyhody, jedna se totiz o nejdrazsi metodu (Tavernier et al., 2013) a bunky se stavaji po

opakovan¢ transfekci mRNA imunogenni.

4. TVORBA BUNECNYCH PREKURZORU

Tvorba bunéénych prekurzori je nedilnou souc¢asti derivace iPSCs, jejichZ potencial se
skryvad predevSim v moznych transplantacnich nahraddch regenerativni mediciny. Zatim
popsané metodiky casto vyuzivaji podpurnou vrstvu fibroblasti, kde se kultivuji
nediferencované iPSCs, jez jsou schopné vytvaiet embryiodnich télisek, ktera dokazuji jejich

pluripotentni potencial.

Imunochemické analyzy prokazaly piitomnost markeri na téchto embryoidnich
teliskach, typickych pro diferencujici se entoderm (a-fetoprotein), mesoderm (desmin)
i ektoderm (BIII-tubulin). Fibroblasty maji tu vyhodu, Ze oproti jinym pouzivanym bunikam
sdili neuroektodermdlni pivod s neurony, ¢imz se stavaji idedlnim nastrojem pro tvorbu

neuronalnich prekurzoru ¢i specifickych neuronti (Abdulah et al., 2012).

Béhem diferenciace se ve fazi nediferencovanych iPSCs ptidavaji koktejly faktoru,
které nasledné indukuji vyvoj v urcity bunécny typ zarodecné vrstvy. Ze ziskanych dat téchto
imunochemickych analyz je pak mozné vyhodnotit, zda se opravdu jedna o plné
diferencované bunky jako ty, které vznikaji ptfirozen¢ béhem vyvoje zarodku. Pi1 hodnoceni
dat se vyuzivaji imunofluorescen¢ni metody, prutokova cytometrie, RT-PCR, ,,DNA
microarray* a mnohé dalsi. Popsany byly diferenciace iPSCs téméf do vSech bunéénych typt.
Dostupné jsou protokoly pro diferenciaci iPSCs do adipocytl, kardiomyocytd, neuront,
pankreatickych bunck produkujicich inzulin, hematopoetickych progenitori a endotelidlnich

bunék.

Proces diferenciace jednotlivych typti bun¢k je ¢asové ruznorody, pohybuje se v ramci
tydnit az mésict, napiiklad u adipocytll trva pouhych 10 dnli za ptidani podplrnych latek.
Bunéénymi markery adipogenniho charakteru jsou C/EBPa, PPARYy2, leptin, ap2 a jejich
lipidova akumulace (Taura et al., 2009). Z iPSCs Ize rovnéz diferencovat hematopoetické

progenitory & endotelidlni buiiky. Choi s kolektivem se podafilo ziskat linie CD43"
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hematopoetickych, CD31" a CD43" endotelialnich bungk, které by mohly v budoucnu slouzit

k autolognim transplantacim kostni diené (Choi et al., 2009).

Kromé zminénych evaluanich metod je také nutné vyhodnocovat fenotyp a staii
bun¢k, coz je dilezit¢ zejména pii diferenciaci do pankreatickych bunck produkujicich
insulin. Funk¢ni specifitou téchto dospélych bunék je koexprese C-peptidu, PDX1 a NKX6-1
a také schopnost vyvolat sekreci insulinu podminénou glukézovym stimulem (Zhang et
al.,2009a). V priipad¢ diferenciace do kardiomyocyti je situace obdobna, dochazi naptiklad
k samovolnému vzniku sarkomerniho uspofadani, diferenciace do bunécnych atridlnich,
nodalnich a ventrikularnich fenotypt a sleduji se elektrofyziologické vlastnosti a stimulace

B-adrenegnich receptord, ktera vede ke chronotropnimu efektu (Zhang et al., 2009b).

V neposledni fadé¢ bych zminil neurony, kterym vénuji vétSi pozornost, nebot
ustfednim tématem mé prace je lécba CNS. V soucasnosti je popsano jiZ mnoho metod
indukujicich tvorbu neuronalnich prekurzord z iPSCs, vzdy se ale vyuziva stadia
embryoidnich télisek, ze kterych se nasledné diferencuji neuronalni prekurzory. Ty jsou
charakteristické multipotentnim potencidlem, jenz zajiStuje ndslednou diferenciaci do
astrocytl, oligodendroglii a specifickych neuronti. Pro neuronalni diferenciaci se vyuzivaji
postupy, zaloZené na riiznych kombinacich kyseliny retinové (RA) a ,,sonic hedgehog* (SHH)
(Dimos et al., 2008). Dale byly postulovany metody zlepSujici cely pribéh vyvoje regulaci
FGF a BMP (,,bone morphogenic protein®) (Hu et al., 2010). Navic synergickou inhibici
SMAD drahy dvéma inhibitory Noggin a SB431542 bylo mozZzné ziskat az 80% vytéZnost
(Chambers et al., 2009). Noggin pisobi jako jeden z inhibitort k BMP a indukuje vyvoj
v neuralni ploténku v embryu. SB431542 zvySuje neurdlni indukci z embryiodnich télisek
inhibici fosforylace TGFB/Activin/Lefty drahy. Dal§i moZnosti pro derivaci neuralni je vyuziti
neuralnich rozet, které se spontanné tvofi po vyjmuti FGF 2z media. Jednd se
0 neuroektodermalni struktury, jez exprimuji napiiklad BIII-tubulin (Tujl), coz jen dokazuje

jejich diferenciaéni potencial smérem K vyvoji neurond (Hu et al., 2010).

Rada studii, publikovanych v neddvné dob& se nové zmifiuje 0 principu
transdiferenciance indukovanych neuronalnich prekurzora (iNPs) piimo z fibroblasti bez
pouziti pluripotentniho staddia. Za pomoci koktejlu transkripénich faktori BAM, jenz
obsahoval Brn2/Pou3f2, Ascll/MASH]1 a Mytll, bylo mozné transdiferenciovat fibroblast na
iNPs (Abdulah et al., 2012). Z téchto prekurzort se podatilo piidanim dalsi faktort (Lmx1,

FoxA2) indukovat vyvoj v dopaminergni neurony (Vierbuchen et al., 2010), motoneurony
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(pomoci faktort Lhx3, Hb9, Isll, Ngn2 a NeuroD1) (Son et al., 2011) a neuralni kmenové

bunky (Pang et al., 2011), jak je znazornéno na obrazku 3.

Induced dopamine
neuron

k iAscll, Nurrl, Lmx1A;

BAM, Lhx3, Hb9, Ngn2; BAM, Lmx1A

BAM, Lhx3, Hb9, Isl1, Ngn2, ND2

BAM

BAMN

BAM, miR-124

BAM, FoxA2

Ascll, Myt1, ND2, miR-9/9*, miR-124

Induced motor
neuron

Fibroblasts

o

Induced neuronal
cell

Obr. 3 — Pfima diferenciace fibroblasti do iNPs s pouzitim BAM koktejlu (pievzato
z Abdulah et al., 2012)

Takto derivované bunky byly podrobeny dukladnéjsi analyze, aby se ukazalo, zda
vykazuji typickou morfologii, exprimuji pfislusné neuronalni markery, jestli jsou schopné
akéniho potencidlu a tvorby synaptickych vackl. Ze ziskanych dat vyplynulo, Ze se opravdu
jednalo o iNPs. Bude vsak nutné provést dalsi analyzy, jelikoz v nékolika studiich narazily na
nékolik komplikaci. Dimos et al. (2008) derivovali motorické a dopaminergni neurony
pacienta postizeného ALS a zjistili ptitomnost genetickych alternaci (duplikace a translokace
chomozomii, bodové mutace). Dalsi piekdzkou muize byt také epigeneticky podminéna
nachylnost bunék Kk urcité patofyziologii. Jedna ze souvisejicich studii také pojednava
0 motoneuronech derivovanych z iPSCs, jejichz geny TARDBP a C9ORF72 se staly
dysfunk¢énimi na zakladeé hyperexcitability, nasledované ztratou synaptické aktivity (Devlin et
al., 2015).
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Proces diferenciace iPSCs je v podstaté stresovou udalosti, je proto potieba bedlivé
sledovat rezidudlni exprese pluripotentnich genti, dale zbytkovou expresi startovaci bunécné
linie, ze které iPSCs puvodné pochazeji, a zpusob, jakym v dlouhodobém horizontu
komunikuji s hostitelskou tkani. Pfi vyhodnocovani spravnosti pribéhu diferencia¢niho

procesu se také vyuziva srovnani s buitkami somatickymi a diferencovanymi z ESCs.

5. POSKOZENI CNS

Poruchy CNS piedstavuji velky problém v oblasti mediciny. Mozek a micha jsou
omezeny svou plasticitou a mnoho poruch zatim neumime 1éc¢it. Jejich incidence narudsta
s rostoucim poctem populace. ZhorSeni kvality zivota postizeného ovliviiuje nejen jeho
samého, ale i jeho rodinu, zatézuje i statni finance (naklady na terapii, zdravotni pomicky,
davky v nemoci, invalidni diichody...). Pacienti s diagnézou ALS jsou postupem doby
upoutani na lizko a intubaci dychacich cest, vzdy ale pfed¢asné umiraji. Pfi mi§nim poranéni
mohou postizeni skoncit dlouhodobé na koleckovém kiesle, nebo v horSim piipad¢ zemfit.
V obou uvedenych ptikladech je spolecnou pricinou porusena funkce michy. Kmenové bunky
oteviraji nové moznosti terapie a v budoucnu snad i uspésné 1écby postizenych, a to spolecné
s dal§imi oblastmi vyzkumu, jako jsou tkanové inZenyrstvi ¢i nanotechnologie. Ty zatim jako
jediné mohou pomoci s neuroprotekci a neuroregeneraci bunécné tkané€, a tim i1 zachovani

neurologickych funkei.
5.1. Amyotroficka lateralni skleréza (téZ Lou Gehrigova nemoc, ALS)

ALS patii mezi neurodegenerativni onemocnéni postihujici horni 1 dolni motoneurony,
jenz vede k jejich progresivni degeneraci. Se zanikem motoneuronti souvisi rizné symptomy,
jako spasticita, svalova atrofie ¢i fascikulace, které vedou k postupnému ochabnuti svalstva,
komplikujicimu mluvu, polykani a dychani postizeného. Nejcastéji se vznik ALS a jeji
progrese objevuje u padesati az sedmdesatiletych pacientdi, jen vzacnéji pred Ctyficatym
rokem zivota. V celosvétovém priméru onemocni ALS dva az Ctyfi lidé ze statisic (Moura et
al., 2016), bohuzel jde chorobu nevylécitelnou. Postizeni umiraji zhruba po tfech az péti

letech od projevu prvnich symptomu.

Existuji dv€ popsané formy ALS, dédi¢na forma familiarni (FALS) a nedédi¢na

sporadicka (SALS), u niz vétSinou nelze urcit kauzalni gen. Familiarni typ se vyskytuje
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pouze v 5-10% ptipadl, u zbylych 90-95% je pficina nezndma. Malé mnozstvi informaci

v ramci etiologie ALS komplikuje 1ékaiim stanoveni diagn6zy i 1é€bu samotnou.

Obecna charakteristika a zptusob diagndzy ALS byly poprvé zdokumentovany v El
Escorial v roce 1994 (Brooks et al., 2000). Ze ziskané patologie vyplyva, ze onemocnéni
postihuje neurony centralni i periferni motorické drahy. Typické pro n¢ jsou sférické utvary
v oblasti jader ¢i cytoplazmy bunck, vytvaiejici tzv. inkluzni téliska. Ta jsou tvofena
proteinovymi slozkami, obsahujicimi ubiquitin, Casto také protein superoxid dismutaza
(SOD1) ¢i TARDBP, a mohou tak slouzit jako jeden z markert ALS (Coatti et al., 2015).
Vznikem inkluznich télisek postupné dochazi k degeneraci bun¢k, jez vyvolaji svalovou
atrofii. Postizenymi oblastmi byvaji pfedni rohy miS$ni, motoricka ktra, motoneurony
hlavovych nervii pfedevSsim v mozkovém kmeni a kortikospinalni drdha, coz mulize vést
k progresivni bulbarni paralyze (PBP), primérni lateralni skleréze (PLS) nebo progresivni

muskularni atrofii (PMA).

Symptomy zahrnujici degeneraci motorickych neurond mohou rovnéz navodit
frontotemporalni demenci (FTD-ALS), zptsobujici progresivni ztratu neuronalnich bunék
ve frontalnim a temporalnich lalocich (Ringholz et al., 2005). Lécba sice zatim neexistuje, ale
jsou uz znamy prostiedky s terapeutickym tUc¢inkem alespoii na néktery ze zminovanych
symptomil. Jedinym pouzivanym lékem je riluzole, ktery blokuje napétove fizené sodikové
kanaly a tim brani glutamatové excitotoxicité. Tento 1€k je vSak Uc¢inny jen v raném stadiu
ALS (Miller et al., 2009; Hugon et al., 1995). Nov¢é objevené markery — jednak vysoka
exprese pro ephrinovy receptor EphA4 ¢inici motoneurony zranitelnéj$imi, jednak nizky
pocet T-regula¢nich lymfocytl pomahajici pii zanétu — by mohly v budoucnu pfispét k rozvoji
etiologii ALS.

Z molekularnich vyzkumt je zndmo 33 kauzalnich genti, které vedou k propuknuti
ALS. Nékteré z nich jsou spojovany i s jinymi neurodegenerativnimi chorobami, coZz
znamena, ze ALS je spiSe nemoc syndromalniho charakteru. Tyto geny jsou soucasti
bunéénych drah, které souvisi s oxidativnim stresem, bunéénym transportem, signalizaci,

RNA tpravami, glutamatovou excitotoxicitou a dalSimi, jez jsou uvedeny na obrazku 2.
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Obr. 2 — Kauzalni geny ALS a jejich souvislost s bunécnymi procesy (pievzato Coatti et al.,
2015)

Nejcastéji se vyskytuje mutace genu CO9ORF72 — u FALS 33%, u SALS 8%. Odborna
literatura vSak Casto zmifiuje mutaci proteinu SOD1 (20% u FALS), kterou lze zkoumat
pomoci modelil transgennich mysi a potkand. SODI je soucasti obranného mechanismu, ktery
chrani buiiku pted kyslikovymi radikaly. Mutaci dochazi k tomu, ze kyslikové radikaly
produkované mitochondriemi nejsou v dostatecném mnozstvi likvidovany, a proto bunku
poskozuji. Jiné studie spekuluji o vlivu mutace SOD1 na neurotoxické naruseni homeostaze

Zn* a Cu®.

Studium pluripotentnich bun€¢k umoznilo vytvofeni bunéénych modelii pro ALS
specifické neurony a glie, ¢imz se ziskaly dal$i informace o patologii ALS. Tim se
i prohloubily znalosti o riznych mechanismech vzniku a pribéhu nemoci a té¢incich 1éku in
vitro (Egawa et al., 2014). Indukované specifické motoneurony navic umoznily zkoumat
i dosud nepopsané SALS modely. Dostupné informace o preklinickych studiich na zvifecich
modelech potvrzuji, Ze bunéna transplantace ma neuroprotektivni vyznam (Lunn et al.,
2014). iPSCs tematika je stdle novinkou a vyzkumy ji vénuji pozornost az v soucasnosti.

V minulosti probéhla fada preklinickych i klinickych testti na mySich a potkanech s bunikami
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mezenchymalnimi  (MSCs), mononuklearnimi kmenovymi bunkami z pupecniku,
neuronalnimi prekurzory bohatymi na tvorbu glii a neurdlnimi ESCs, které¢ prodlouzily Zivot
testovanych a zpomalily progresivitu jejich nemoci bez zjevnych vedlej$ich t¢inkti (Moura et

al., 2016).

Otazkou zustava, jak dalece je mozné prevést vysledky ziskané z testovani
laboratornich zvitat na lidi, jelikoz ob¢ skupiny nereaguji stejné na podavana 1éciva, rozdilné
reaguji jednotliva pohlavi a elektrofyziologické zmény se objevuji mnohem dfive, nez je
mozné béhem behavioralnich testli pozorovat patologické projevy motoriky (Alves et al.,
2011). Vyzkumy s laboratornimi zvifaty navic pouzivaji FALS modely, zatimco ALS je
charakteru syndromélniho, coz miize zahrnovat mnohem S$irS§i Skalu patofyziologickych

procesu, Z nichz mnohé nejsou zatim znamy (Moura et al., 2016).
5.2. MisSni poranéni (MP)

Traumatické poranéni michy miize vést k funkénim zméndm doCasnym nebo
permanentnim. Symptomy MP se li$i podle oblasti a stupné poskozeni, jde o poruchy funkci
motorickych (paraplegie, teraplegie) i senzitivnich (dysestezie, hypestezie, anestezie),
0 poruchy sfinktert (inkontinence) a respira¢niho ¢i vegetativniho systému. Mezi nejcastéjsi
pfi¢iny poranéni patifi zejména autonehody, pady a urazy pii sportovnich aktivitdch. Ve
Spojenych statech se incidence akutniho a chronického poranéni michy pohybuje kolem
deseti tisict ptipadl za rok, jde tedy o 720 novych piipadi na milién obyvatel. Suma naklada
na l1écbu jednoho pacienta se mize vySplhat az na 4 miliardy dolart ro¢né (Varma et al.,
2013). Postizeni byvaji Castéji muzi (oproti Zenam v poméru 4:1) ve v€ku 20-40 let. Sdruzeni
American Spinal Injury Association (ASIA) zavedlo klasifikaci MP podle stupnice A-E, ktera
posuzuje motorické funkce ve vybranych svalovych skupinach a senzitivitu v dermatomech
(Maynard et al., 1997).

ZaleZi na lokalizaci konkrétniho poranéni, na rozsahu a urovni poskozeni, dle nichz se
odviji konkrétni terapeuticky postup. Pfi poskozeni michy v oblasti obratle C3 a vyse
respiracni systém selhdva a je potfebny okamzity zdkrok. Od C5 segmentu je sice zachovana
funkce diafragmy, ale postupem Casu zlistava jedinym funkénim dychacim svalem, jelikoz

ptfestavaji fungovat svaly interkostalni 1 abdominalni svalovy tonus.

MP probih4a ve dvou fazich. V primarni faze jde o akutni mechanickou deformaci

michy (trzné rany, pohmozdéniny, komprese, kontrakce), coz piimo poSkozuje cévy,
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membrany nervovych bunék a prerusSuje axonova vldkna (Farooqui, 2010). Vznika tim tlak na
patefni michu, objevuje se ischemickd reakce, kvili nahromadénému bunéénému obsahu
zni¢enych bunék, coz vede k hypotenzi (Winter & Pattani, 2011). Organismus uz neni
schopen autoregulace, ischemicka reakce pokracuje. To vSe se odehrava jen béhem nékolika
minut. Dale dochazi k uvoliiovani neurotoxini a spousténi sekundarni faze, pii niz lozisko
léze expanduje a dochazi k omezeni reparacnich mechanisml. Pro tuto fazi jsou typické:
zanét vyvolany vlivem zmén v cytokinech a chemokinech, ztrata regulace krevniho tlaku,
poruseni hematoencefalické bariéry, penetrace sérovych proteini do michy, apoptdza,
excitotoxicita, zvySend produkce volnych radikala spojenych s peroxidaci lipidi a akumulace
neurotransmiterti. Tyto ymptomy pak vedou k jiz zminované ischemické reakci, k nekrdze,

apoptoze misni tkan¢ a v neposledni fad¢ také k demyelinizaci (Dumont et al., 2001).

Jedingm dosud schvalenym Iékem pro klinickou praxi je metylprednisolon,
nevykazuje ale signifikantni zlepSeni a jeho zvySené intravendzni ddvkovani mé cetné vedlejsi
ucinky (Bracken et al., 1990). Probéhly i klinické studie o ucincich naloxonu, tirilazadu
a mnohym dalsich 1€kt (Bracken et al., 1990). V neurochirurgii ma pozitivni ohlas v¢asna

dekomprese a stabilizace michy pro zlepseni neurologickych funkci (El Tecle et al., 2016).

V obecné roving se klinické studie zamétuji na neuroprotekci s cilem minimalizovat
Skody zplsobené sekundarni fazi, ktera mize mit chronicky priibéhu, a na reparaci axonalnich
drah pro zlepSeni neurologickych funkei. Jako piiklad uvadim nimopidine (blokator Ca®*
kanalt), zlepSujici krevni pritok, gacyclidine blokujici glutamatem indukovany vylev Ca®*,
tyreotropin uvoliiujici hormon (THR), ktery stabilizuje membrany bunék, ma i antioxidaéni
ucinky a zaroven podporuje krevni pratok v oblasti postizeni, dale Kkysely fibroblastovy
ristovy faktor (aFGF), podporujici hojeni alogenniho transplantatu a autologni terapii

pomoci MSCs (shrnuto ve Varma et al., 2013).

V SirSim méfitku terapie kmenovymi buiitkami vede ke zvySovani hladiny neurotrofini
v poranéné tkani, ktera pozitivné ovliviiuje velikost 1éze a axonalni rist. Existuje efekt
neuroprotekce a neuroregenerace, kam patii axondlni a glidlni tropismus, inhibitory bréanici
a makrofagy, a formovani synapsi. Nutno podotknout, ze bunééna terapie vlastné simuluje
télu znamé endogenni procesy. Endogenni regenerace zahrnuje multipotentni NSCs
(neuronalni kmenové bunky), které proliferuji do progenitorovych bungk, z nichz se pozdéji

diferencuji neuronalni linie. K regeneraci poSkozenych bunék je vSak tieba vice. Vysledky
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hovoii o preferencni tvorbé astroglii z progenitorovych bun¢k (Thuret et al., 2006). Aby doslo
k ucelné neuroregeneraci budou potiebné i astrocyty, oligodendrocyty a neurony samotné.
Uspé&sna 1é¢ba vyzaduje multimodalni piistup, kdy budou dilleZitou roli hrat pravé kmenové

bunky.

6. EXPERIMENTALNi MODELY PRO MP A ALS
6.1. Modely MP

Obecné jsou nejcastéji vyuzivanymi modelovymi organismy potkani a mysi. Pro
vyzkumy MP se uptednostituje potkan, jenz vzhledem ke své velikosti usnadiiuje chirurgické
zakroky pro navozeni piislusnych patologii. Modelovych typtt MP existuje cela skala od
chirurgickych az po chemické. V bunécéné terapii poskozené michy jsou preferenéné

pouzivany modely kontuzni, kompresni a transek¢ni ¢i hemisekéni.

Kontuzni model simuluje mechanické poskozeni nahlym uderem. Nejstar§im typem
tohoto modelu je ,,weight drop model®, ktery do dne$ni doby prosel fadou inovaci (Allen,
1911). Momentalné se ale pouzivaji tii novéjsi typy a to NYU (,,New York University)
(Walker et al., 2015), OSU (,,Ohio State University“) (Mann et al., 2010) a IH (,,Infinite
Horizon®) (Streijger et al., 2013). Kazdy z nich vyuziva pevné téleso, jez udefi na odhalenou
¢ast michy urcitou silu, vySkou a v urcitém cCasovém intervalu. Pro vytvofeni takovéto 1éze

nutna laminektomie , nesouci s sebou riziko infekce (Chung et al., 2013).

Kompresni typ MP je nejspise nejpfesnéjSim modelem simulujicim redlnou klinickou
situaci. Vetné mechanického poskozeni také totiZ stlacenim michy vyvolava i sekundarni
fazi MP a s ni spojené patofyziologické procesy. Pii stlaceni michy se pouzivaji tii typy
komprese: komprese aneurismalni svorkou (Rivlin & Tator, 1978), balonkova kompresni 1éze
(Urdzikova et al., 2014; Vanicky et al., 2001) a staticky kompresni model (Huang et al., 2007
Zhang et al., 2013). Ze vsech zminénych typt kompresnich modelt je balénkova komprese
nejblizsi skutecnému stavu MP pacienttl, jelikoz je schopnd simulovat frakturu obratle ¢i
vyhtez obratlové ploténky. Tato metoda je celkem nenaro¢na a neni tak potfeba mit nijak
draze vybavenou laboratot. Pro fadnou simulaci MP pomoci balonkové komprese je nutné
vlozit 2F-Fogartova katétru do epiduralniho prostoru o dva obratle nize, nez se bude nachazet

planovana 1éze, a naslednym naplnénim katétru, na jehoz konci je umistény balonek, se
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vytvoii kompresi na misni tkan (viz obrazek 4). Komprese balénkovou lézi ma navic tu

vyhodu, nevyzaduje laminektomii.

laminotomy

histology

T T

Obr. 4 — Vlevo vyobrazena metody balénkové komprese a vpravo velikostni srovnani
jednotlivych objemu katétrti (10-20 ul) vuci obratli T9 (pfevzato a upraveno z Vanicky et al.,
2001).

Transek¢éni a hemisekéni modely jsou vhodné spiSe pro sledovani ristu novych
axond, nezli pro simulaci patologie u pacientd. Pfi tomto zédkroku dochazi ke kompletnimu
pretéti michy nebo v piipadé hemisekce (viz obrazek 5) k vyjmuti uréitého segmentu misni
tkan¢ (Centenaro et al., 2013; Xia et al., 2013). Zakrok vyvold symptomy zahrnujici
paraplegii, kvadruplegii, poruchy moceni a ztratu nékterych senzorickych funkci v zavislosti
na jeho lokalizaci. V laboratorni praxi se uptfednostiiuje hemisekéni model (Xia et al. 2013),
jelikoz ma mensi dopad na lokomoci zvitete, které je proto mozné vyuzit k behavioralnim

testiim ihned po aplikaci biomaterialii ¢i kmenovych bunék bez predchozi naro¢né péce.

Obr. 5 — Misni hemisekce (pievzato z Jendelova, 2014)
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6.2. Transgenni modely ALS

Geny zodpovédné za vznik neurodegenerativniho onemocnéni ALS, byly jiz zminény
v podkapitole 5.1. Pro mensi rekapitulaci pfipominam, ze jich bylo prozatim objeveno 33
(Coatti et al., 2015). Vyzkumy ALS se zamétuji predevsim na formu FALS, konkrétné na typ
mutace genu SOD1 G93A u potkant a mysi (Gourney et al., 1994). Mutaci, pii které je
vneseno nékolik kopii lidského SOD1 genu, je dosazeno potencialniho patologického
fenotypu, napodobujiciho progresi nemoci u lidi. V uréitém véku zvifete se manifestuji
symptomatické ptiznaky ALS v podobé degenerace neuronil a s tim spojena svalova slabost
v zadnich koncetinach, tfes a nasledna paralyza, jez vede k thynu. Typ mutace G93A znadi,
kolik kopii genu SOD1 transgenni model ma a jaka bude rychlost progrese onemocnéni, ktera
v tomto piipadé ¢ini Ctyfi az pét mésici. Ostatni mutace stejného genu (G37R, G85R, D90A,
G86R) se lisi jen minimalné¢ (Van Den Bosh, 2011). Zajimavosti je, ze jiz pted viditelnou
manifestaci patrnou z behavioralnich testd jsou jiz zaznamenatelné zmény na
elektromyografu, jez by v budoucnu mohly slouzit ke zkoumani patofyziologickych procest
v raném stadiu ALS (Doble & Kennel, 2000). Obdobnym zpisobem by mohly piispét
i bunéné modely in vitro. Prozatim vSak FALS-SOD1 zistava nejvérohodnj$im transgenim

modelem ALS.

S ALS dale souvisi mutace genu TARDBP, jiz je docileno zvysenou expresi genu
TDP-43 tizenou promotorem Thy-1 (Wegorzewska et al., 2009; Stallings et al., 2010; Wils et
al., 2010).

Ostatni transgenni modely vykazuji znacné fenotypové rozdily s variabilni
patofyziologii, které tolik neodpovidaji manifestaci piiznakt u pacientti. Pro pfiklad uvadim
produkt genu VAPB (Tudor et al., 2010), dynaktinu (Lai et al., 2007), alsinu (YYamanaka et al.,
2006) a mutace raznych cytoskeletalnich proteini (NL-H, NF-L, peripherin) (Doble &
Kennel, 2000).

Pouzivani transgennich modelti je nejlepsi moznou cestou, jak zkoumat samotné
pfi¢iny neurodegenerativnich nemoci, pouzivani 1é€iv a terapii. Je ov§em nutné mit na paméti,
ze u hlodavci se zkouma zejména FALS typu, zatimco u lidi je casto vicero geni
zodpovédnych za propuknuti nemoci. Samoziejmosti jsou také anatomické, fyziologické
a genetické rozdily mezi hlodavci a lidmi, které brani presnym zptisobem simulovat danou

nemoc, ¢imz komplikuji pfechod ziskanych poznatki do klinickych studii.
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7. TRANSPLANTACE BUNEK

Kmenové bunky mohou byt implantovany nékolika zptsoby, a to systémove, lokalné
nebo kombinovang. Pfi lokalnim podani se pouZzivaji cesty intracerebralni, intraventrikularni,
intraspindlni, intramuskuldrni a intrathekalni (,,cisterna magna®, lumbalni cisterna). Pfi
systétmovém jde o podéni intraarterialni, intravenozni a intraperitonealni. Zalezi na typu
a loziscich poSkozeni, které rozhodne, kam a jak aplikovat kmenové bunky, aby jejich
pusobeni bylo co nejucinngjsi. Proximita hraje vyznamnou roli v migraci bun¢k — ¢im jsou
vzdalenéjsi od loziska posSkozeni, tim je jejich plsobeni slabsi. Pti 1écbé jsou relevantni
a Casto pouzivané lumbalni punkce a intrathekalni podani bunék, proto jsou vhodné i pro
bunécnou terapii diky relativné neinvazivnimu podani, spojenému s nizkym rizikem

dodatecného poskozeni tkané ptijemce (Forostyak et al., 2014).

Transplantace musi spliovat kritéria bezpecnosti, musi byt minimalné invazivni
a proveditelna i opakovan¢. DalsSim hojné diskutovanym problémem je ¢asové okno pro
podani bun¢k. U MP se pohybuje zminovany ¢asovy usek mezi patym az devatym dnem od
poskozeni (Jendelova, 2014). U degenerativnich onemocnéni, s ohledem na neuroprotektivni
vlastnosti implantovanych bunék, které mohou zpomalit celkovy pribéh poskozeni, je nutné
je aplikovat co nejdiive. Problematické je ale stanoveni v€asné a spravné diagndzy a tim

urceni vhodné terapie.

Cilem terapie je takova davka bunék, ktera bude mit jesté 1écebny ucinek, nebude
vyvolavat toxicitu, bude schopnd imunomodulace, pfipadné bunééné nahrady, neuroprotekce
a neuroregenerace (Titomanlio et al., 2011). Velké mnozstvi implantovanych bunék by totiz
porusilo permeabilitu prostiedi a negativné ovlivnilo vlastnosti transplantatu. Také tvofici se
gliova jizva prispiva ke snizené permeabilit¢ a komplikuje jak migraci buné€k, tak prortstani

novym axontm.

Dobré vysledky vykazuje Amemoriho studie se spinalnimi neuronalnimi prekurzory
na potkanech. P¥i vpichu s podtem bunék 5x 10/ 5 pl jich z celkového obejmu piezilo 17%
(Amemori et al., 2015). Je nutné vzit v uvahu, Ze se pii vyzkumech provadi zejména
transplantace lidskych iPSCs linii na potkanech a mySich. Kvili vlastnostem
xenotransplantatu je proto nutnd imunosuprese, je ale nutnd 1 kvili zanétlivé povaze léze,
vedouci k aktivaci mikroglii a makrofagl, ktera by jinak snizovala rlst implantovanych

iPSCs-NPs.
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Uptednostiiuji se proto kombinace kmenovych bunék s biomateridly ¢i hydrogely
rizného charakteru, aby napomohly buikdm k lepSimu rGstu, migraci 1 piezivani

v nehostinném prostiedi poskozené michy (Jendelova, 2014).

8. EVALUACE UCINKU PREKURZORU iPSCs
8.1. Behavioralni testy (Sledovani neurologickych funkci)

Konvencnimi testy, kterymi se zkoumaji senzorickolokomoc¢ni zmény u MP a ALS,
jsou behavioralni testy. U MP se standardné pouzivda BBB test neboli ,,Open Field Test*,
ktery miize byt rozSifen o jeden az dva doplitkové testy pro komplexnost dat a nasledné
vyhodnocovani statistiky. V piipadé ALS jsou hlavnimi sledovanymi parametry doba pteziti,
ubytek vahy zvifete, neurologické skore (Weydt et al., 2003) a opét pro komplexnost mohou
byt doplnény napiiklad o ,,grip strenght, rotarod a BBB test.

8.1.1. Basso-Beattie-Bresnehan test (,,BBB*, ,,Open Field*)

Tento test slouzi k vyhodnocovani motorickych funkci (viz obrazek 6). Testovany
potkan se polozi do oteviené arény a sleduje se jeho pohyb. Nasledn¢ se hodnoti stabilita
trupu, pohyb tlapek, poloha ocasu, pohybu kloubti a pfedozadni koordinace pohybl. Do
skorovaci tabulky se poté vynasi hodnoty od 0-21, kdy 0 znaci pro zadny pohyb a 21 pro plné
funk¢ni motoriku. Hodnoti se pouze zadni koncetiny, kazda zvlast' (Basso et al., 1995). Zvite

je takto testovano jednou tydné.
8.1.2. Chiize po kladiné (,,Beam Walk*)

Jedna se o dalsi ze skupiny motorickych testi u modelu MP hodnotici koordinaci
pohybt ptednich a zadnich konéetin s dirazem na pfenaseni vahy. Potkan musi ptejit kladinu
o Sifce 3 cm a délce 140 cm a dostat se do klece béhem Sedesati sekund. Sleduje se cas
znamena, ze potkan piesel bez problému po kladiné az do klece (Goldstein, 1997). Test je

opét provadeén jednou tydné.
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Obr. 6 — Funk¢ni regenerace misni 1éze po podani iPSCs-NPs intrathekalni a intraspinalni

cestou zobrazena na BBB testu (pfevzato a upraveno z Amemori et al., 2015)
8.1.3. Plantarni test (,,Plantar Test*)

V ramci tohoto senzorického testu se pozoruje reakéni doba testovaného na bolestivy
stimul. Zvife je umisténo do akrylového boxu a na zadni tlapku je mu namifen infracerveny
zati¢ s pohybovym senzorem. Ten se automaticky vypne, pokud potkan zareaguje na stimul
a pohne koncetinou, tim se ziska Casovy interval reakce na podnét. Méfeni je provadéno
pétkrat s kazdou tlapkou s Casovymi rozestupy. Potkani s MP a s nim spojenou patologii
mivaji Casto projevy hyperalgézie (pfecitlivélost na bolestivy stimul), kdy se jejich reakéni

doba na stimul zkracuje. Projevy se testuji jedenkrat za tyden.
8.1.4. Rotarod

Tento lokomo¢ni test je provadén na rotujicim valci, na kterém se potkan musi udrzet
po urcitou Casovou periodu. Diraz je tu kladen na vytrvalou svalovou aktivitu. Rychlost
rotace je obvykle stanovena na 5-10 rpm a potkan ma tfi pokusy o maximalni délce 180

sekund. Test se provadi nékolikrat do tydne v pribéhu dvou tydnd.
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8.1.5. ,,Grip strenght* test

,,@rip strength® test slouzi k méfeni sily uchopu prednich a zadnich koncetin, sleduje
se tim odumirani motoneurond, které je typické pro progresi ALS. Potkan je pfilozen na
platformu a po tchopu je energickym pohybem snat z platformy pod uréitym uhlem, méfeni

se provadi ttikrat.
8.2. Piezivani a diferenciace bunék a jejich imunohistochemicka analyza

Zvite je na konci experimentovani humanné usmrcovano, aby se mohla provést
histopatologicka analyza nervové tkané. Ke sledovani transplantovanych kmenovych bunék in
vivo se vyuziva ruznych fluorescenénich protilatek (GFP, protilatky proti lidskému jadernému
HuNu a mitochondridlnimu MTCO02). Nasledné se pozoruji zmény souvisejici s diferenciaci
do prislusnych bunécnych typi, k cemuz se pouzivaji dalsi fluorescenéné znacené protilatek
(Nestin, GFAP, GLN1/ALDH1, A2B5/CNPéaza, Tujl/MAP2, B3-Tubulin, ChAT, Tau, OLIG2,
DCX a mnohé jiné), které ukazuji na to, zda se jedna o neurondlni ¢i astroglialni prekurzor,
zraly astrocyt, oligodendrocyt, interneuron, dopaminergni neuron nebo motoneuron (Kondo et
al., 2014; Romanyuk et al., 2015).

w1

efekt dany snizenim hladiny cytokin, neuroprotektivni charakter a jejich dlouhodobé
prezivani. K dalsi evaluaci mize poslouZit i histologicka analyza, ktera odhali pomér zmén
v zachované plose Sedé¢ ku bilé hmoté, ziskany z pficnych a podélnych fezli misni tkang
z oblasti 1éze (Romanyuk et al., 2015). Exprese neutrofnich faktorti je umoznéna qPCR,
(Bdnf, Vegf, Ngf, Nt3, Fgf8,Gdnf a dalsi), které zprostiedkovavaji endogenni

neuroregeneraci.
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Obr. 7 — iIPSCs-NPs projevujici imunoreaktivitu na NP marker (Nestin), astroglialni marker
(GFAP), astrocytalni marker (GLT1/ALDH1), oligodendrocytalni marker (A2B5/CNPéza)
a marker neuralni linie (TUJ1/MAP2) (pievzato a upraveno z Kondo et al., 2014)

500 um

Obr. 8 — Pohled na fez michou po 8 tydenni transplantaci iPSCs-NPs, bunky jsou
inkorporované ve tkani piijemce a vycestovavaji ze §tépu (A), DCX" buiiky (B), MAP2" (C),
BIII-tubulin® (D), GFAP" (E), CNPasa" (F), stép by infiltrovan mikrogliemi, ktera ale nebyly
puvodem z iPSCs-NPs, protoze byly HuNu (G) (pfevzato z Romanyuk et al., 2015).
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8.3. Srovnani vysledki vybranych preklinickych studii

Znacné mnozstvi typt kmenti iPSCs pouzivanych ve svété komplikuje vyvozovani
jednotnych zavért. Napiiklad ve studii od Kondo et al. (2014) transplantovali neuralni
progenitory bohaté na glie, které efektivné zpomalily degeneraci neurond u mysi s mutaci
SODI1 ptes aktivaci AKT signalizace. I pro MP existuje mnoho odvozenych bezpecnych
iPSCs linii, které maji rizny terapeuticky efekt (Tsuji et al., 2010) a které mohou byt zdrojem
iNPs, jez se dobfe pohybuji ve Stepu a umi se intergrovat do tkané, ¢imz pulsobi
neuroprotektivné (Sareen et al., 2014). Ptikladem tohoto ptisobeni je zajisténi remyelinizace
axoni a tim zlepSeni motorickych funkci s pouzitim iPSCs derivovaného

oligodendrocytalniho prekurzoru a iPSCs-NPs (Kawabata et al., 2016; Salewski et al., 2015).

Z mnou vybranych prostudovanych praci by se §lo usoudit, ze iPSCs maji alespon do
n&jaké miry urcity 1é¢ebny ucinek. Studie, které diive upozorfiovaly na adverzni G¢inky jako
je hyperproliferace ¢i tumorogeneze (Seminatore et al., 2010), jiz nebudi tolik zajem, jelikoz
je tento problém v zasadé piekonan. Funkce iIPSCs-NPs ovliviiuji jak zlep$eni lokomo¢ni, tak
senzoricka (Xu et al., 2011). Jejich imunomodula¢ni vlastnosti snizuji hladiny nékterych
zénétlivych cytokinil a zaroven pusobi proti manifestaci gliové jizvy. Diky tomu dochazi ke
zlepSeni prorustani axonalnich vlaken, ¢imz zvysuji svoji pocetnost (Amemori et al., 2015).
Produkce neurotrofinti chrani stavajici motoneurony pied excitotoxicitou a podporuje tak
endogenni rist axond. Studie se velmi ¢asto shoduji na opozdéném ndstupu symptomui
a prodluZzovani progrese nemoci ¢i poruch. Neurologicka skore se na prechodnou dobu

rapidné zlepSuji a ke konci se vraci na takovou miru, Ze se kryji s kontrolnimi skupinami.

Rozdily jsou patrné i mezi samci a samicemi. Podil na tom budou mit i mimo jiné
steroidni hormony, pohlavni cyklus a rozdilné hmotnosti (Alves et al., 2011). Schopnosti
diferencianiho potencidlu variruji podle bunééného kmenu. Kondo a kolektiv zaznamenali
nejvétsi podil diferencovanych astrocyti (Kondo et al., 2014) a naptiklad skupina Ustavu
experimentalni mediciny Akademie véd CR (UEM AVCR) méla vicemén& rovnomérnou
diferenciaci do vSech tii neuronalnich fenotypt (Romanyuk et al., 2014). Vysledky
morfometrickych analyz zachované Sedé a bilé hmoty se také rtizni, coz pouze doklada, jak
malo se vi o etiologii téchto poruch a stejné tak malo o vSech probihajicich

patofyziologickych pfiznacich.
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9. DISKUZE A ZAVER

Traumatické poranéni michy a neurodegenerativni onemocnéni ALS patii mezi velmi
zavazna onemocnéni nesouci kokrétni misni patofyziologii, kterd muze vést k dozivotni
paralyze (v ptipadé¢ MP) az k umrti (u ALS). Bohuzel medicina dodnes nezna vhodnou 1é¢bu,
navic komplikovana a nedostatecné popsana etiologie véci nijak nepiispiva. Proto cilem této
prace bylo zjistit, jsou-li iPSCs vhodnym kandidatem v 1€¢bé michy a neurodegenerativniho
onemocnéni v regenerativni medicing, zda preklinické studie dosahuji ocekavanych vysledki
a bezpeCnosti a zda jsou soucasné¢ dostupné metody spojené s transplantacemi iPSCs

dostacujici pro budouci klinické studie.

Bunééna terapie ma smysl z hlediska modulaci zahrnujicich neuroprotekei,
neuroregeneraci, castecné bunééné nahrady, snizovanim hladiny cytokini s mnohymi dalSimi
podpirnymi faktory. Pluripotentni kmenové buiikky nabizeji neomezeny diferenciacni
potencial, jenze technické nedostatky diferencia¢nich protokold, komplikace s nizkou
vytéznosti a jejich dlouha kultivace predstavuji jedny z hlavni problému piechodu do klinické
praxe. Do budoucna bude potieba vytvorit dobie reprodukovatelné studie, které budou
splilovat pfisna kriteria, diky nimZ nebudou rizikova pro podani pacientim. Dalsi bariérou
jsou modelové organismy, na kterych se provadi vyzkumy. Jsou to pfedevsim hlodavci, ktefi
diky anatomickym, fyziologickym a genetickym rozdilim nemohou nikdy vérné kopirovat
studované lidské patologie CNS. Preklinické studie pifindsi rozporuplné vysledky kvili
heterogenné vyuzivanych kmenech iPSCs. I pfes tyto bariéry ma podavani bun¢k terapeutické
ucinky. Jen je potieba 1épe porozumét obecné mechanismiim ucinku terapeutického efektu

a 1 patologickym mechanismtiim danych nemoci.

Vhodnym pfistupem je naptiiklad vytvareni derivovanych neuronii s ALS patologii
pro zkoumani v in vitro podminkach (Dimos et al., 2008). Diky takovym modeltim lze pfispét
k subklinickému zkoumani patologie a diky tomu i k ur¢eni v€asné diagnézy. Stejné tak jsou
vhodné i pro testovani 1éki bez nutnosti pouziti zvifecich modeld. S lepSim porozuménim
patofyziologii pak bude mozné navrhnout efektivni multimodalni 1é¢bu, jejiz nedilnou

soucasti bude 1 bunécna terapie.

Ve své budouci diplomové praci bych se chtél i nadale vénovat bunééné terapii, jen
pomoci jiného typu kmenovych bunék, ktery v klinické praxi byl jiz vyzkousen, a to
mesenchymalnich kmenovych bunék (MSCs), které v soucasnosti pirevysuji pouzivani iPSCs

v mnoha ohledech.
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