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Abstrakt:

Amyotroficka lateralni skler6za (ALS) je neurodegenerativni onemocnéni zplisobené
pted¢asnou/zrychlenou degradaci motoneuronit (MN). V soucasné dob¢ neni dostupna zadna
ucinnd lécba. Bunééna terapie je povazovana za slibnou experimentalni 1éCbu, kterd by mohla
cilit na patologii komplexniho onemocnéni prostfednictvim mnoha potencidlnich
mechanizmii. Porovnavali jsme efekt tfi typt opakovanych aplikaci lidskych
mesenchymalnich kmenovych bun¢k (hMSC): samotna intratekalni aplikce, samotna
intramuskularni aplikace a jejich kombinace. Nejlepsi vysledky byly zaznamenany po
kombinované opakované aplikaci hMSC. Pozorovali jsme zachranu MN, nervosvalovych
plotének a snizeni hladiny proteint podilejicich se na signalizaci nekroptézy (Ripl, cl-casp
8), apoptozy (cl-casp 9) a autofagie (beklin 1), snizeni astrogliozy a sniZzeni hladiny
astrocytového konexinu 43. Vhodnymi kandidaty pro bunéénou terapii ALS mohou byt
i neurdlni prekurzory derivované z indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
(NP-iPS). Intraspinélni aplikace NP-iPS zvysila mRNA expresi BDNF a IGF-1, naopak
snizila expresi proapoptické casp 3 a pozorovali jsme i jejich vliv na expresi slozek
perineuralnich siti (PNN).

DalSimi bunéénymi kandidaty pro 1é€bu neurodegenerativnich onemocnéni jsou lidské
embryonalni kmenové bunky (hESC), nicméné pro jejich budouci bezpe¢né vyuZiti je potfeba
objasnit mechanizmy, které zpisobuji jejich sklon k akumulaci mutaci béhem manipulace
v podminkéch in vitro. Lep$i porozuméni nam umozni modulovat tyto mechanizmy a zabranit
tak neZzddoucimu vzniku mutaci. Zjistili jsme, Ze v nizkych pasazich hESC jsou rychle
a bezchybn¢ opraveny dvoufetézcové zlomy prostfednictvim spojovani konct
zprostifedkované ligdzou 3 na zaklad€é mikrohomologie.

Dal$im cilem prace bylo otestovat bezpecnost znaceni bunék pomoci dvou typt
magnetickych nanocastic (CZF a PLL-y-Fe,O3;) a sledovat jejich vliv na proliferacni
a diferenciacni potencidl NP-iPS do dopaminergnich neurond. NaSe vysledky ukazuji, Ze
PLL-y-Fe,O3; nanoc¢astice jsou vhodné pro neinvazivni detekci bun€k pomoci magnetické
rezonance, jelikoZ neovlivnily proliferaéni a diferenciani potencial NP-iPS. Zda se, ze
PLL-y-Fe,O; nanocastice by mohly byt vyuzity pro dlouhodobé sledovani bunck

a vyhodnoceni jejich ucinnosti u experimentalnich modelli neurodegenerativnich onemocnéni.

Klicova slova: Amyotrofickd lateralni skler6za, bunétna terapie, kmenové bunky,

opravné mechanizmy, magnetické nanoc¢astice, magnetickéd rezonance



Abstract:

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease caused
by degradation of motoneurons (MN). No effective treatment is currently available. Cellular
therapy is considered to be a promising experimental treatment that could target the pathology
of complex disease through many potential mechanisms. We compared the effect of three
types of repeated applications of human mesenchymal stem cells (hMSC): intrathecal
administrations, intramuscular administrations and the combination of these applications. Best
results were obtained after combined repeated hMSC administrations. We observed the rescue
of MN, neuromuscular junctions and decreasing levels of proteins involved in the signaling
of necroptosis (Ripl, cl-casp 8), apoptosis (cl-casp 9) and autophagy (beclin 1), decreasing
astrogliosis and the level of astrocytic connexin 43. Neural precursors derived from induced
pluripotent stem cells (NP-iPS) are considered as other promising candidates for ALS
therapy. Intraspinal administration of NP-iPS increased mRNA expression of BDNF and
IGF-1, on the other hand decreased expression of proapoptotic casp 3. We also observed their
effect on expression of components of perineural nets (PNN).

Human embryonic stem cells (hESC) are the other cell candidates for the treatment
of neurodegenerative diseases. However it is necessary for their future safe use to clarify the
mechanisms involved in the accumulation of mutations in those cells during in vitro
cultivation. Better understanding will allow us to modulate these mechanisms to prevent
mutations. We have found that double-strand breaks are repaired by Ligase 3- mediated- EJ
quickly and efficiently and Ligase 3 contributes to maintaining the genome stability of hESC.

Another aim of the work was to test the safety and efficiency of two types
of magnetic nanoparticles (CZF and PLL-y-Fe,O3) to monitor their influence on proliferation
and differentiation of NP-iPS into dopaminergic neurons. Our results show that PLL-y-Fe,0O;
nanoparticles are suitable for detection by magnetic resonance, because they did not affect the

proliferation and differentiation potential of NP-iPS.

Klicova slova: Amyotrophic lateral sclerosis, cell therapy, stem cells, repair mechanisms,

magnetic nanoparticles, magnetic resonance
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53BP1
AbA
AMPA

APE1
Bak
Bax
BBB test
Bcl-2
BDNF
bFGF
BER
BRCAI1
C9orf72
Casp
cNHEJ

CNS
CCTL
CtIP
CZF
DA
DAPI
DDR
DMEM
DNA PKc
DPR
DSB
ER
ESC
fALS

1 Seznam zkratek

53-binding protein 1

Aberrant astrocytes; aberantni astrocyty
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova kyselina
Apurinic/apyrimidinic endonuclease; apurinni/apyrimidinni endonukleédza 1
Bcl-2 homologous antagonist/killer; Bcl-2 homologni antagonista
Bcl-2-associated X protein, Bcl-2 asociovany X protein

Basso Beattie Bresnahan open field test; Bresnahanova hodnotici skéla
B-cell lymphoma 2 protein

Brain derived neurotrophic factor; neurotroficky faktor derivovany z mozku
Basic fibroblast growth factor, bazicky fibroblastovy ristovy faktor
Base excision repair; bazova excizni reparace

Breast cancer type 1 susceptibility protein

Chromosome 9 open reading frame 72

Caspase; kaspaza

Canonical non-homologous end joining;

klasické nehomologni spojovani koncti

Central nervous system; centralni nervova soustava

Center of Cell therapy line; bun&cna linie

Choline transporter-like protein

Silica-coated cobalt-zinc-ferrite nanoparticles

Dopaminergic neurons; dopaminergni neurony
4°,6-diamidino-2-phenylindole; 4',6-diamidin-2-fenylindol

DNA damage response, reakce na poSkozeni DNA

Dulbecco's Modified Eagle Medium, kultivaéni médium

Catalytic subunit of DNA dependent protein kinase C; DNA protein kindza C
Dipeptide repeat proteins

Double strand breaks; dvouietézcové zlomy

Endoplasmic reticulum; endoplazmatické retikulum

Embryonic stem cells, embryonalni kmenové bunky

Familial Amyotrophic lateral sclerosis,;

Familidlni amyotroficka lateralni skler6za
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FBS Foetal bovine serum; fetalni hovézi sérum

FGF8 Fibroblast growth factor 8, fibroblastovy rastovy faktor 8

FUS RNA binding protein Fused in Sarcoma

GABA y-aminobutyric acid; kyselina gama-aminomaselna

GDNF Glial cell line-derived neurotrophic factor; neurotroficky faktor z glidlni linie
GFAP Glial fibrillary acidic protein; glialni fibrilarni acidicky protein

GrST Grip Strength Test, test svalové sily

HB9 Homeobox gene 9

hEFs Human ear fibroblasts; 1idské usni fibroblasty

hES-AS Astrocytes derived from human embryonic stem cells

Astrocyty derivované z lidskych embryonalnich kmenovych bun¢k

hESC Human embryonic stem cells, lidské embryonalni kmenové buiky
hMNP Human Motoneurons progenitor, lidské progenitory motoneurond
HPRT Hypoxanthyl phosphorybosyltranspherase;
Hypoxantin fosforybosyltransferaze
hPSC Human pluripotent stem cells; 1idské pluripotentni kmenové buniky
HR Homologous recombination, homologni rekombinace
Chat Choline acetyltransferase; Cholin acetyl transferaza
ICC Immunocytochemistry, imunocytochemické barveni
IGF-1 Insuline-like growth factor 1; insulinu podobny rstovy faktor 1
[HC Imunohistochemistry, imunohistochemické barveni
1PS Induced pluripotent stem cells, indukované pluripotentni kmenové bunky
IR lonizing radiation, ionizujici zafeni
Lig3 aLigd DNA ligase 3 (4); DNA ligaza
MEM Medium Essential Medium Eagle; kultivacni médium
MF Mutation frequency; frekvence mutaci
MLKL Mixed lineage kinase like protein, protein piipominajici MLK kinazu
MMEJ Microhomology-mediated end joining
mikrohomologii zprostfedkované spojeni konct
MN Motoneurons, motoneurony
MR Magnetic resonance; magnetické rezonance
mRNA Messenger RNA
MSC Mesenchymal stem cells; mezenchymalni kmenova bunky
NGF Nerve growth factor; nervovy ristovy faktor
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NGS mysi
NHEJ
NMJ
NP-iPS
NT 3 a4
Oct-4
OPTN
PARPI
PBS
PET
PFA
PFGE
PLL
PolQ
Rad51
RAN
RIF1
RIPK1 a 3
RNA
ROS
sALS

SEM
SHH
siRNA
Sod]93A

SPECT

SQSTMI
SSBs
TEM
TBKI
TDP-43
TG

NOD scid gamma mouse; imunodeficitni mysi
Non-homologous end joining; nehomologni spojeni koncti
Neuromuscular junction; nervosvalové spojeni

Neural precursors derived from iPS; neuralni prekurzory odvozené od iPS
Neurotrophin 3 a 4; neurotrofin 3 a 4

Octamer-4,; Oktamer 4

Optineurin, Optineurin

Poly (ADP-ribose) polymerase

Phosphate saline buffer; sodnofostatovy pufr
Positrone-emission tomography, pozitronova emisni tomografie
Paraformaldehyde,; paraformaldehyd

Pulse-field gel electrophoresis; pulzni gelova elektroforéza
poly-L-lysin; poly-L-lysin

DNA polymerase theta;, DNA polymeraza theta

DNA repair protein Rad51; DNA opravny protein Rad51
RAs-related Nuclear protein

Replication Timing Regulatory Factor 1

Receptor-interacting protein kinase,; receptor interagujici protein kinaza
Ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

Reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

Sporadic Amyotrophic lateral sclerosis;

sporadicka amyotroficka lateralni skler6za

Standard error of the mean; stfedni chyba priméru

Sonic Hedgehog Signaling Molecule

Small interfering RNA

Superoxide dismutase 1, superoxiddismutaza

Single Photon Emission Computed Tomography,

jednofotonova emisni vypocetni tomografie

Sequestome 1 (synonyms ubiquitin-binding protein p62)

Single strand breaks; jednotetézcové zlomy

Transmission electron microscopy; transmisni elektronova mikroskopie
TANK-binding kinase 1

TAR DNA binding protein 43

6-thioguanine, 6-thioquanin
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TH

TNF-a

WB

WT

XLF
XRCC1 a4
YH,AX

Tyrosine hydroxylase, tyrozinhydroxylaza

Tumor necrosis factor; faktor nadorové nekrozy o

Western blot; western blot

Wild type,; divoky typ

Non-homologous end joining factor 1; nehomologni koncovy spojovaci faktor
X-ray repair cross-complementing protein 1 a 4

Histone H>A.X phosphorylated on serine; Histon H,AX fosforylovany na

serinu
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2 Uvod

Neurodegenerativni onemocnéni je obecné oznacCeni pro fadu chorob, které jsou
charakterizovany chronickou ztratou urcitych populaci neurond. Pticiny, pro¢ jsou nékteré
¢asti mozku a michy postizeny a jiné zlstavaji nedotéené, jsou neznamé. Predpoklada se, ze
jsou zpusobeny interakcemi genetickych a environmentalnich faktorti. V soucasné dobé
neexistuje zadny ucinny 1€k pro tato onemocnéni. Nicméné lepsi pochopeni mechanizmu
ptispivajicich k neurodegeneraci by mohlo pfispét k vyvoji novych terapeutickych pfistupa.
Mezi hlavni neurodegenerativni onemocnéni patii Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba a amyotrofickd lateralni skleréza. V této praci se zaméfim konkrétné na

amyotrofickou laterdlni skler6zu a potencidlni terapeuticky efekt kmenovych bunék.

2.1 Amyotroficka lateralni skler6za

Amyotrofickd lateradlni skler6za (ALS) je zavazné onemocnéni charakterizované
degeneraci a naslednou smrti motoneuronti (MN) v mozku a mise. Spole¢né klinické projevy
ALS zahrnuji svalovou slabost vedouci k svalové atrofii nasledovanou ochrnutim.
Onemocnéni postupuje velmi rychle s primérnou dobou pfeziti tii az pét let po diagndze.
Hlavni pfic¢inou smrti je selhani dychacich svall. Existuje vSak i mald podskupina ptipadi
ALS, ptiblizné¢ 10% pacientd, ktefi vykazuji pomalejsi prubéh onemocnéni a piezivaji déle
nez 10 let po stanoveni diagndzy. V Evropé€ se toto onemocnéni Castéji vyskytuje u muzi nez
u Zen, obvykle se manifestuje ve v€ku mezi 50-60 lety (Logroscino et al., 2010), a obecné
postihuje 4-5 osob ze 100 000 (Mehta et al., 2016).

Typ a prubéh ALS je Casto klasifikovany podle mista nastupu. NejcastéjSim typem je
spinalni ALS (65%) projevujici se prvotni svalovou slabosti v koncetinach, zatimco
typ ALS s pocatecnimi piiznaky jako jsou potiZe s polykanim (dysfagie) a potiZe s feci
(dysartie). Vétsina pacientti s ALS ma frontotemporalni demenci (Elamin et al., 2011), coz se
projevuje zmeénami osobnosti, podrazdénosti a dal§imi symptomy, které se mohou vyskytnout
jak pfed nastupem motorickych ptiznakt, tak i po nich (Phukan et al., 2007; Strong et al.,
2009).
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Diagnostika onemocnéni je predevsim klinicka a opira se o tzv. revidovana El Escorial
kritéria. Diagnostika zahrnuje fadu laboratornich testli a elektromyografické vysetfeni, které
je klicové pro potvrzeni ztraty perifernich MN (Daube, 2000).

V soucasné dob¢ stale neexistuje terapie, ktera by poskytla pacientim s ALS vyznamny
pfinos, prestoze jsou schvalené dva farmaceutické l1éky. Jednim znich je Riluzol, ktery
zpomaluje progresi onemocnéni o 3-6 mésict (Bensimon et al., 1994; Lacomblez et al.,
1996). Mechanizmus ucinku tohoto 1éku neni zatim objasnén, ale pifedpoklada se, Ze snizuje
presynaptické uvoliiovani glutamatu. Druhym lékem je nedavno schvaleny Edaravon, jehoz
mechanizmus Uc¢inku je pravdépodobné zalozen na vychytavani volnych radikélii a maze tak

snizovat oxidacéni stres v MN a gliovych bunikéch (Bhandari et al., 2018; Jaiswal, 2019).

2.1.1 Epidemiologie ALS

Vétsina pripadid (90%) ALS je sporadickych sneznamou pfi¢inou (SALS) a
zbyvajicich 10% familidrni formy ALS (fALS) je zptsobeno dédicnou genetickou mutaci.
Prvni popsanou genetickou pfi¢inou ALS byla mutace v SODI genu v roce 1993 (Deng et al.,
1993; Rosen et al., 1993). Od t¢ doby bylo identifikovano vice nez 20 dalSich mutaci
zpusobujicich ALS (Tabulka 1). Ptiblizn€ 20% ptipadl fALS je zpisobeno mutaci v genu
SODI1, 4-5% ptipada je vysledkem mutace v genech TARDBP a FUS, vice nez 30% piipada
je spojeno s mutacemi v C9ORF72 a zbytek je disledkem mutaci v alsin (ALS2), SETX,
SPG11, VAPB, ANG, OPTN a dal§imi neznamymi geny (Zou et al., 2017).

Tabulka 1: Mutace asociované s rizikem rozvoje ALS

Geny Lokalizace | Dédicnost Funkce proteinu
SOoD1 21g22.11 AD,AR metabolismus superoxidu
ALS2 2g33.2 AR obchodovani s vesikuly
SETX 9g34.13 AR RNA metabolismus
SPG11 15g21.1 AR oprava poskozeni DNA
FUS 16pl11.2 AD,AR RNA metabolismus
VAPB 20q13.33 AD obchodovani s vesikuly
ANG 14911.1 AD angiogeneze
TARDBP 1p36.22 AD RNA metabolismus
FIG4 6021 AD,AR obchodovani s vesikuly
OPTN 10p13 AD,AR obchodovani s vesikuly, autofagie
ATXN2 12924.12 AD endocytdza, RNA translace
VCP 9p13.3 AD proteasom, obchodovani s vezikuly
UBQLN2 Xpll.21 XL proteasom
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SIGMAR1 9p13.3 AR proteasom
CHMP2B 3pl1l1.2 AD obchodovani s vesikuly
PFN1 17p13.3 AD cytoskeletarni dynamika
C90rf72 9p21.2 AD RNA metabolismus
MATR3 5g31.2 AD RNA metabolismus
CHCHD10 22g11.23 AD Mitochondrialni dysfunkce
sSQsSTM1 5935.3 AD ubikvitinace, autofagie
HNRNPA1 12913.13 AD RNA metabolismus
HNRNPA2B1 7q15.2 AD RNA metabolismus
TBK1 12q14.2 AD autofagie

AD-autozomalné dominantni; AR-autozomalné recesivni; XL- X vazana dédi¢nost

2.1.2 Selektivni zranitelnost motoneuronu u ALS

I pres identifikaci celé fady gent zapficinujicich ALS stale neni jasné, pro¢ selektivné
degeneruji pravé MN, kdyZ jsou mutované proteiny exprimovany vsudypiitomné. Navic MN
se vyznacuji rozdilnou citlivosti v tkanich ALS (Kaplan et al., 2014). Zatimco mi$ni MN jsou
degenerovany uz na pocatku onemocnéni, tak nckteré mozkové MN, jako napf.
okulomotorické, jsou rezistentni az do kone¢né faze onemocnéni. Avsak i v piipadé misnich
a-MN muizeme pozorovat rozdilnou zranitelnost, kde fazické (rychl¢) a-MN jsou citlivejsi
nez tonické (pomalé) a-MN (Pun et al., 2006). Tato selektivni neurondlni zranitelnost byla
pozorovana jak u fALS, tak sALS (Comley et al., 2015; Nimchinsky et al., 2000), coz
naznacuje, Ze existuji spole€né molekuldrni mechanizmy zapficifiujici tuto degeneraci.
V soucasné dob& vime, Ze rezistentni MN se od citlivych MN li§i genovym expresnim
profilem (Brockington et al., 2013) a morfologii, kde rezistentni MN maji zvySeny rist
neuritd a hust§i dendritické vétveni (Osking et al., 2019). Zda se, Ze rezistentni MN se snaZzi
kompenzovat ztratu citlivéjSich MN navazanim novych synaptickych spojeni (Clark et al.,
2016; Schaefer et al., 2005).

Mikrocipova analyza odhalila mezi senzitivnimi a rezistentnimi MN odliSnou expresi
gent, které koduji proteiny zapojené do synaptického ptenosu, ubikvitinace, mitochondrialni
funkce, transkripcni regulace, funkce imunitniho systému a extraceluldrni matrix
(Brockington et al., 2013). Nejvyznamnéjsi rozdily byly zaznamenany v genech zapojenych
do synaptického pifenosu, zejména u podjednotek glutamatovych (napt. AMPA) a GABA
receptorti. Autofi naznacuji, ze senzitivni MN jsou daleko citlivéjsi k excitotoxicit€¢ nez
rezistentni MN u ALS. Piedpokladaji, Ze tento rozdil v citlivosti je zplisobeny rozdilem ve

vstupnich proudech zprosttedkovanych AMPA a GABA receptory v MN.
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DalSim faktorem pfispivajicim k citlivosti misnich a-MN mohou byt specializované
sktruktury extracelularni matrix (ECM) nazyvané perineuralni sit€¢ (PNN). Jakym zplisobem
PNN chrani MN, zatim neni zndmo, ale MN neobalené PNN jsou daleko vice citlivé
k oxida¢nimu stresu, exitotoxiticit¢ ¢i agregaci Spatné slozenych proteini (Suttkus et al.,
2016). PNN jsou slozeny z chondroitin sulfat proteoglykani (CSGP), vazebnych proteinii a
tenascinu. CSPG v PNN obklopujici spindlni MN jsou pfitomné v rizné mife, coz poukazuje
na heterogenitu PNN v miSe. PNN obklopujici MN jsou sloZeny pievazné z agrekanu, ale 1
brevikanu, neurokanu, verzikanu a fosfakanu (Matthews et al., 2002; Vitellaro-Zuccarello et
al., 2007). Predchozi studie ukazuji, ze degradace PNN pozorovand béhem progrese ALS
muze prispet k degeneraci MN a progresi onemocnéni (Forostyak et al., 2014; Lemarchant et
al., 2016).

Dalsi studie prokdzaly, ze citlivé MN maji omezenou pufrovaci kapacitu Ca*"
v porovnani s rezistentnimi MN (Palecek et al.,, 1999; Vanselow & Keller, 2000). Tyto
vysledky naznacuji, Ze pro selektivni zranitelnost ALS MN muze byt urcujici neuralni
excitabilita a excitotoxicita. Jiné¢ studie ukazuji, Ze k vysSi citlivosti MN mulzZe piispét
mitochondrialni dysfunkce ¢i defekty v axondlnim transportu a endoplazmatickém retikulu
(De vos et al., 2007; Kiskinis et al., 2014; Lautenschldger et al., 2013; Melkov et al., 2016;
Saxena et al., 2009).
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2.1.3 Mechanizmy zahrnuté v patologii ALS

K patogenezi ALS piispiva mnoho mechanizmd, ale je stale nejasné, jak tyto udalosti

vzajemne¢ interaguji, aby zahdjily selektivni smrt MN (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Molekularni mechanizmy vedouci k degeneraci motoneuront u ALS. ALS je komplexni
onemocnéni zahrnujici aktivaci celé Tfady dysregulovanych bunéfnych mechanizmid, vedoucich k
degeneraci motoneurontl. K progresi ALS prispivaji i dysfunkéni interakce se sousednimi buiitkami jako napf.
gliovymi bunikami.

2.1.3.1 Regulace a zpracovdani RNA

Jednim z hlavnich patologickych mechanizma podilejicich se na vzniku a progresi
onemocnéni ALS je naruseni regulace a zpracovani RNA. N¢které z genti (hlavné TDP-43,
SODI1, FUS a C9orf72) souvisejicich s ALS, jsou zapojeny do zpracovani RNA, jako je
transkripce, alternativni sestiih, stabilita a transport RNA (Buratti & Baralle, 2001; Chen et
al., 2014; Gendron et al., 2013; Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009). Zda se, ze MN
jsou obzvlasté citlivé k chybnému RNA zpracovani.

Analyza RNA z MN exprimujicich néktery z ALS gent odhalila zmény v profilech
mesengerové RNA (mRNA) a mikro RNA (miRNA) uvniti bunécnych té€l a axont
v porovnani se zdravymi MN (Rotem et al., 2017). Ve skuteCnosti vétSina gend, jejichz
transkripty byly zménény v modelu SODI1, nebyly zménény v modelu TDP-43 a naopak.

Tento objev je v souladu s pozorovanym odliSnym fenotypem fALS zplisobené SOD1 mutaci
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a fenotypem fALS zplUsobené TDP-43. Pravdépodobné jsou v téchto modelech ALS
aktivovany riizné patogenni drdhy, které vyvolaji podobnou MN toxicitu vedouci k ALS
fenotypu. Nejcastéjsi ALS mutaci spojovanou s RNA dysfunkci je opakujici se
hexanukleotidova expanze v C9orf72. Patologickd hexanukleotidova expanze v C9orf72
zpusobuje akumulaci toxickych RNA lozisek (Gendron et al., 2013), které usnadiiuji nabor
RNA vézajicich proteinti a dochazi tak k naruseni normélni funkce téchto proteinii. Tato RNA
ohniska jsou schopna sekvestrovat i jaderné proteiny jako jsou TDP-43 a FUS, coz ovliviluje
jejich RNA cile a dochézi tak k naruSeni zpracovani RNA. Mutace v C9orf72, SODI1, TDP-43
a FUS narusuji razné faze zpracovani RNA a mnohé z nich jsou sdileny. TDP-43 hraje roli
pti sestfihu, transportu a stabilit¢ RNA (Colombrita et al., 2012; Sephton et al., 2011),
zatimco FUS reguluje sestfihové udélosti pro udrzeni a pieZiti neuront (Lagier-Tourenne et
al., 2012). Na rozdil od TDP-43 a FUS neobsahuje SOD1 RNA vazajici motiv, ale nékteré
studie naznacuji potencialni roli mutantniho SOD1 v regulaci RNA metabolismu (Chen et al.,

2014; Lu et al., 2009).

2.1.3.2 Proteinopatie u ALS

Schopnost regulovat a fidit lokalni syntézu proteinti je dulezitd pro spravny vyvoj,
pteziti, funkci a plasticitu neuronti, vzhledem k tomu, Ze reaguji na vnéjsi podnéty a rtizné
stimulace (Baleriola & Hengst, 2015; Shigeoka et al., 2016). NaruSeni syntézy lokélnich
proteinti, akumulace a/nebo multimerizace proteinii mize byt pro MN toxicka (Alami et al.,
2014; Gershoni-Emek et al., 2015). Jednim z charakteristickych znakd sALS a fALS je
abnormalni cytoplazmatickd akumulace TDP-43 (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006).
Tyto nerozpustné cytoplazmatické agregdty mohou byt zpisobeny transkripénimi a
epigenetickymi zménami nebo naruSenym nukleocytoplazmatickym transportem (Arai et al.,
2006; Neumann et al., 2006; Winton et al., 2009). Tendence TDP-43 piechazet z jadra do
cytoplazmy a tvofit nerozpustné agregaty ma negativni dopad na bunéfnou proteolyzu,
obranné mechanizmy proti oxida¢nimu stresu a glutamatové excitotoxicit¢ a celkové na
preziti bun¢k (Jiang et al., 2019; Khalfallah et al., 2018). V MN ALS byly pozorovany nejen
agregaty TDP-43, ale 1 napt. inkluze SOD1, FUS a/nebo OPTN proteinové agregaty (Arai et
al., 2006; Bruijn, 1998; Maruyama et al., 2010; Z. Sun et al., 2011). V nedavné studii bylo
prokdzano, Ze rozpustny chybné slozeny SODI pftispiva k progresi ALS, zatimco agregovany
SODI1 muze slouzit k sekvestraci toxickych proteinti a plisobi tak neuroprotektivné v tomto

onemocnéni (Gill et al., 2019). Jedna ze vzacnych mutaci fALS je v genu OPTN, ktery koduje

18



autofagicky adaptérovy protein, a jakékoliv zmény v jeho hlading, rozpustnosti a lokalizaci

mohou byt Skodlivé pro proces autofagie (Maruyama et al., 2010).

2.1.3.3 Autofdgie

Autofagie je =zakladni intracelularni proces pouzivany k udrzovani bunécné
homeostazy degradaci a recyklaci dysfunkénich komponent. Rada mutaci kauzativnich gent
souvisejicich s ALS Skodlivé ovlivituje proces autofagie, napt. SOSTM1 a OPTN gen, které
koéduji selektivni autofagové receptory SQSTM1/p62 a optineurin nebo TBK1 (kinaza
zapojena do autofagie) a fada dalSich (Z. Liu et al., 2014). Dokonce se ukézalo, Ze nejcastéjsi
fALS mutace C90orf72 se ucastni autofagického procesu (Sellier et al., 2016; Sullivan et al.,
2016).

Publikace zabyvajici se roli autofagie béhem progrese onemocnéni ALS pfinaseji
rozporuplné vysledky. Role autofagie v ALS zlstava tedy stdle nejasna. ZvySena hladina
autofagie mize podpofit bunéénou smrt a naopak, snizeni hladiny miize vést k hromadéni
proteinovych agregatii a organel, coz zpisobi bunécnou dysfunkci (Lee et al., 2015). Tyto
rozdily mohou byt zplsobeny pouzitim riznych experimentalnich modeli ALS, bunécnou
specifitou ¢i cilenim na rizné komponenty autofagie v odlisSnych fazich onemocnéni. Prvni
detailni popis aktivace autofdgie v MN béhem progrese ALS byl popsin vroce 2017
(Rudnick et al., 2017). Kromé ¢asové zavislé zmény v prevalenci typil inkluznich télisek také
zjistili, ze razné typy inkluzi se rozd¢lily podle odlisné citlivosti MN v ALS. V této studii
identifikovali protichtidnou roli autofagie v MN na zacatku a konci onemocnéni ALS.
Zatimco na pocatku onemocnéni ma autofagie pfiznivou roli, tak na konci onemocnéni se

podili na degradaci MN.

2.1.3.4 Stres endoplazmatického retikula

Stres endoplazmatického retikula (ER) je stresova reakce, béhem které jsou rozlozené
a/nebo chybné slozené proteiny zadrzeny v ER, coz aktivuje signalni drahy, které se souhrnné
oznacuji jako unfolded protein response (UPR). ER stres byl detekovan jak u fALS, vcetné
SOD1 (Nishitoh et al., 2008), TDP-43 (Walker et al., 2013), C9orf72 (Dafinca et al., 2016) a
FUS (Farg et al., 2012), ale i u pacient se SALS (Ilieva et al., 2007). Saxena ve své studii
ukazuje, ze v ALS jsou citlivé MN mnohem vice nachylné k ER stresu nez rezistentni MN

(Saxena et al., 2009).
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2.1.3.5 Mitochondridlni dysfunkce

Mitochondrie jsou velmi dulezité organely, které kromé jejich dobfe znamé role
producenti ATP oxida¢ni fosforylaci hraji dilezitou roli i v biogenezi fosfolipidi,
homeostaze vapniku a apoptdze. Dlkazy ziskané z experimentalnich modelt ALS jak in
vitro, tak in vivo, a ze studii pacientii prokazaly tadu defekti v mitochondriich, které
pfispivaji k degeneraci MN (Kiskinis et al., 2014; J. Liu et al.,, 2004). Mitochondridlni
dysfunkce je povazovana za cCasnou uddlost v patogenezi ALS. Jednou z prvnich
morfologickych zmén zaznamenanych u mitochondrii béhem progrese ALS byla jejich
vakuolizace, dilatace a dale dezorganizace mitochondrialnich krist a membrany (Fujita et al.,
1996; Kong & Xu, 1998; Wong et al., 1995). Krom¢ morfologickych abnormalit jsou u
mitochondrii ALS pfitomny i funkéni zmény, véetné vadné oxidativni fosforylace, produkce
reaktivnich forem kysliku (ROS), snizené¢ kapacity vychytavani véapniku a defektni
mitochondridlni dynamika. Nejen abnormdlni mitochondrialni morfologie a funkce byla
pozorovana u ALS, ale i vadna buné&cna distribuce mitochondrii. Pro pteziti MN je nezbytné,
aby mitochondrie byly u¢inn¢ transportovany a lokalizovany na mista s vysokymi
metabolickymi a energetickymi pozadavky, jako napi. synapse. Porucha axondlniho
transportu (Magrané et al., 2014), tak i1 abnormalni mitochondridlni distribuce byla
zaznamenana jak u SODI, tak TDP-43 transgennich mySich linii. VétSina téchto
mitochondrialnich abnormalit je pozorovana uz pied nastupem symptomil, coz naznacuje, ze
mitochondrie hraji klicovou roli v patogenezi onemocnéni. Zejména SOD1 a TDP-43 jsou
zapojeny do regulace mitochondridlni dynamiky. Nekolikrat bylo prokazéano, ze akumulace
agregovanych mutantnich proteini SOD1 a TDP-43 uvnitf nebo na povrchu mitochondrii

zpusobuji poskozeni a dysfunkci mitochondrii (Magrané et al., 2014).

2.1.3.6 Distdlni axonopatie

Nékteré studie naznacuji, ze degeneraci MN u ALS predchazi axonalni degenerace,
ztrata perifernich axont a destrukce nervovych terminalti (Fischer et al., 2004; Moloney et al.,
2014). V distalni axonopatii hraji hlavni roli gliové a svalové bunky, které vylucuji faktory
ovlivityjici preziti a zdravi MN (Moloney et al., 2017; Tsitkanou et al., 2016). V nedavné
studii Maimon prokézal, ze svaly s mutaci SOD1 vylucuji destabilizujici faktory jako je
Sema3A, ktery usnadiiuje degeneraci axonli a naruSeni nervosvalové ploténky (NMJ)

(Maimon et al., 2018). NMJ je vysoce specializovana synapse, ktera umoziuje fizenou
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signalizaci mezi svalem a nervem nezbytnou pro funkci kosterniho svalstva. Bylo prokazéno,
ze k degeneraci NMJ prispiva oxidacni stres (Lanfranconi et al., 2017) a mitochondridlni
dysfunkce (Sasaki & Iwata, 2007; Sotelo-Silveira et al., 2009).

V soucasn¢ dobé byla distalni axonopatie pozorovdna nejen u SODI modelu ALS
(Fischer et al., 2004), ale i u C9orf72, FUS a TDP-43 (Picher-Martel et al., 2016). Na druhou
stranu nékteré studie naznacuji, ze t¢la MN mohou degenerovat odliSnymi mechanizmy, nez
degeneruji jejich axony (Gould et al., 2006; Rouaux et al., 2007). Pokud tyto dva procesy maji
opravdu odlisné molekularni mechanizmy, je tfeba zvazit terapie, které¢ by cilily jak na
zachovani bunéénych tél, tak i MN axonti. Proto jsme se v nasi studii zaméfili na porovnani
terapeutického ucinku intratekalni a intramuskuldrni aplikace mesenchymalnich kmenovych

bun¢k (MSC) a jejich kombinace (vysledky jsou prezentovany v kapitolach 5.2, 5.3 a 5.4).

2.1.3.7 Zapojeni gliovych bunék do patologie ALS

Ptibyva stale vice studii pfinasejicich nové dilkazy, ze k degeneraci a nésledné smrti
MN u ALS pfispiva dysfunkce sousednich buné€k, jako napiiklad astrocyti (Papadeas et al.,
2011; Yamanaka et al., 2008). Astrocyty jsou velmi dulezité pro zdravy vyvoj a funkci
neurontl, poskytuji jim jak trofickou, tak metabolickou a strukturdlni podporu (Obrazek 2 A).
Astrocyty hraji ale dileZitou roli 1 v synaptické signalizaci, regulaci krevniho toku a mohou
siln€¢ ovlivnit nervové prekurzory/kmenové bunky v dospélé CNS (Seifert et al., 2006). Bylo
prokazano, Ze astrocyty izolované ze SOD1%** mysi linie méni svij fenotyp, véetnd
morfologie a expresniho profilu (Rossi et al., 2008). Tento typ astrocytil je Casto pojmenovan
jako reaktivni. Tripathi ukézal, Ze samotny reaktivni stav astrocytl pfispiva k agregaci
proteini (UBIQUITIN, p62 a TDP43) v MN a degeneraci neuritli (Tripathi et al., 2017)
(Obrazek 2B). Tvorba téchto cytoplazmatickych inkluzi v MN je charakteristickym znakem
ALS a byla pozorovana i v kokulturach s reaktivnimi astrocyty izolovanymi ze zdravych
zvitat. Toto zjiSténi naznacuje, ze reaktivni astrocyty podporuji patologii ALS nezavisle na

jejich genotypu.
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Obrazek 2: Role astrocytu a jejich vliv na MN u ALS. (A) Ve zdravém prostiedi astrocyty poskytuji neurontim
trofickou, metabolickou a strukturalni podporu. (B) Zatimco u ALS, astrocyty méni sviij expresni profil a
morfologii a dochazi k ztraté jejich homeostatické podpory neurontim.

Nedavno bylo zjisténo, ze existuje vice podskupin reaktivnich astrocytd, které
pojmenovali Al a A2 (Clarke et al., 2018; Liddelow et al., 2017). Al astrocyty ztratily
schopnost podporovat pieziti oligodendrocytli a neuronti a byly aktivované prostfednictvim
mikroglialni sekrece tfi faktordi TNF-a, Clq a IL-1a (Liddelow et al., 2017). Al reaktivni
astrocyty byly pozorované i u ALS. A2 reaktivni astrocyty se naopak vyznacovaly sekreci
neuroprotektivnich faktorfi, které mohou podporovat pteziti a rist neuront. Tento objev
ukazuje, Ze reaktivni astrocyty jsou fenotypové heterogenni. S velkou pravdépodobnosti se i u
ALS vyskytuji fenotypové a funkéné rozdilné astrocyty.

Diaz-Amarilla objevil abnormalni fenotyp reaktivnich astrocytd vznikajici béhem ALS
progrese, které pojmenoval jako ,,aberantni* astrocyty (AbA) (Diaz-Amarilla et al., 2011).
Tyto astrocyty se vyznaCovaly vysokou mirou proliferace in vitro a koexpresi astrocytovych a
mikroglidlnich markerd, ale postradajicich glutdmatovy transportér a NG2 glykoprotein
(Diaz-Amarilla et al., 2011; Trias et al., 2013). Podobny typ astrocytti byl pozorovan
v blizkosti degenerujicich MN a jejich pocet s progresi onemocnéni prudce vzrostl. Bylo
zjiSténo, ze AbA vylucuji neurotoxické faktory, které jsou az 10x agresivnéj$i pro MN
v porovnani s astrocyty se SOD1 mutaci izolovanych z novorozenych mysi.

Toxické vlastnosti ALS astrocytli byly potvrzeny jak na bunécnych, tak na zvifecich
modelech (Di Giorgio et al., 2007, 2008; Marchetto et al., 2008; Nagai et al., 2007). Zda se,
ze pokud jsou glialni buiiky vystaveny bunéénému stresu, jako je exprese mutantnich ALS
gend, maji predispozice stat se neurotoxickymi. Takova zranitelnost miize byt spojena

s permanentnimi epigenetickymi zménami, vyvolavajicimi aktivni gliovy fenotyp. Astrocyty
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exprimujici mutantni SOD1 vykazuji pfimou a selektivni toxicitu pro MN vylu¢ovanim
ruznych faktori (Di Giorgio et al., 2008; Marchetto et al., 2008; Nagai et al., 2007). I kdyz
piesné molekularni mechanizmy zpusobujici toxicky charakter astrocytii zlistavaji nejasné,
tak béhem poslednich let byla identifikovana fada toxickych mechanizmii a faktord, vcetné
transportérti glutamatu, prostaglandinu, ROS a prozanétlivych cytokint (Boillée et al., 2006;
Di Giorgio et al., 2007; Haidet-Phillips et al., 2011; Marchetto et al., 2008; Nagai et al., 2007;
Re et al., 2014). Jiné studie naznacuji vliv zvySeného Na, K ATPazového komplexu nebo
zvysené regulace proteinu mezerového spojeni konexinu 43 na toxicitu zprostfedkovanou
astrocyty (Almad et al., 2016; Gallardo et al., 2014). Toxicky ucinek astrocytil je spolecnym
znakem jak fALS, tak sALS (Haidet-Phillips et al., 2011; Re et al., 2014; Tong et al., 2013).
Selektivni redukce mutantni exprese SOD1 nejen v astrocytech (L. Wang et al., 2011;
Yamanaka et al., 2008), ale i v mikrogliich (Boillée et al., 2006; L. Wang et al., 2009) a
oligodendrocytech (Kang et al., 2013) zpomalila progresi ALS, coz naznacuje zapojeni i
jinych glidlnich bunék v patogenezi ALS. Zdé se, Ze mutace v glidlnich bunkach pftispivaji

spiSe k progresi onemocnéni, zatimco mutace v MN k jeji iniciaci.

2.1.4 Mechanizmy buné¢né smrti motoneuronti u ALS

Béhem poslednich let se objevilo mnoho novych forem programované bunééné smrti
¢asto spojené s vysokou specifitou k uré¢itym bunéénym typim (Johann et al., 2015; Re et al.,
2014). Z toho divodu je tieba zvazit, jestli alternativni formy programované bunécné smrti

nehraji roli v procesu neurodegenerace ALS.

2.1.4.1 Role apoptozy v ALS

Celd tada studii provedenych na transgennich mysSich modelech SODI1 poskytuje
dikazy, ze apoptdza je pravdépodobné jeden z mechanizmi podilejicich se na smrti MN
behem progrese ALS (Nagley et al., 2010; Cedric Raoul et al., 2005; Sathasivam & Shaw,
2005). Apoptoza je charakteristickd fadou riznych morfologickych zmén. Builka se zmenSuje
a kondenzuje, dochdzi k odbourani cytoskeletu, jaderné fragmentaci membrany a rozpada se
na apoptickd téliska. Morfologické analyzy, jak z experimentalnich modeld, tak z posmrtné
tkan€ ALS pacientli naznacuji, Ze degenerujici neurony vykazuji urcité znaky ptipominajici

apoptozu, nicméné¢ u vétSiny umirajicich bunék mizZeme pozorovat spiSe neapoptickou
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morfologii s n€kterymi rysy pfipominajici napiiklad autofagickou smrt (Guégan &
Przedborski, 2003).

Vzhledem k nejasnym vysledkiim morfologickych studii se zda, ze presvédcivejSim
pristupem k hodnoceni role apoptozy u ALS muze byt spiSe zacileni na kliCové faktory a
sledovani, jestli ovlivni pribéh nemoci. Apoptodzy se ucastni dvé hlavni proteinové rodiny, a
to Bcl-2 (B-cell lymfoma 2) a kaspazy (CASPASEs Cystein-dependent ASP-artate-specific
proteASEs) (Czabotar et al., 2014). Proteiny Bcl-2 rodiny jsou proapoptické (Bax, Bak) nebo
antiapoptické (Bcl-2) a reguluji propustnost vnéjsi mitochondrialni membrany, coz je velmi
dilezity krok v prib¢hu programované bunééné smrti (apoptodza). Proapoptické proteiny Bax
a Bak tvofi pory ve vnéjsi mitochondridlni membrang, které jsou zodpoveédné za uvolnovani
cytomchomu c a dalSich mitochondridlnich apoptickych faktort (Bleicken et al., 2013).
Uvonovanim mitochondridlniho cytochromu ¢ dochéazi k aktivaci kaspazy 3 (Narula et al.,
1999).

Nadmérna exprese Bcl-2 zpozdila nastup onemocnéni a prodlouzila pteziti u

transgenni mysi linie SOD19°4

(Kostic et al., 1997). Podobny efekt jako u nadmérné exprese
Bel-2 byl pozorovan po podani N-benzyloxycarbonyl-Val-Asp-fluoromethylketone
(zVAD.fmk) do mozkové komory mysi SOD1%%*, coz je Sirokospektralni inhibitor kaspaz
(Li et al., 2000). Nicmén¢ ani v jednom ptipadé nedoslo k prodlouzeni progrese onemocnéni
(pocet dni od nastupu onemocnéni k umrti). Je zajimavé, Ze delece Bax v transgenni mysi linii
SOD1%** zcela zachranila MN, zpozdila nastup onemocnéni a prodlouzila preziti, nicméng
nedokazala zabranit neuromuskularni denervaci a mitochondrialni vakuolizaci (Gould et al.,
2006). Zatimco neuronalni delece jak Bax, tak Bak zabranila smrti MN tak 1 degeneraci axonli

u transgenni linie SOD1%**

(Reyes et al., 2010). Pozorované bylo i zpozdéni motorické
progrese onemocnéni a myS$i déle prezivaly. Tyto vysledky naznacuji, Ze poSkozené MN
v ALS aktivuji mitochondridlni apoptickou drdhu na pocatku onemocnéni a ze apopticka
signalizace pfispiva k neuromuskularni degeneraci a neuronalni dysfunkci. Vzhledem k tomu,
ze u transgennich mySich SOD1 linii jsou morfologické znaky apoptdzy u degenerujicich MN
pomérné vzacné a inhibice kaspaz poskytuji jen mirné zlepSeni, je nezbytné zvazit, jestli jiny

typ programované bunééné smrti, jako napt. nekroptdza, nehraje roli v degeneraci MN.

2.1.4.2 Role nekroptozy v ALS

Nekroptoza je alternativni programovana bunécna smrt s vyraznymi molekuldrnimi

rozdily v porovnani s apoptdzou, nejvyznamngj$im rysem je nezavislost na aktivaci kaspaz.
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Nekroptoza vykazuje podobné morfologické znaky jako nekrdza, zahrnujici véasné naruseni
integrity membrany. V disledku tohoto naruseni bunécné membrany dochéazi k uvolnéni
bunécného obsahu do extracelularni matrix, coz mize zplsobit a zhorsit zanét okolni tkané.
Nekroptdéza mize byt spusténa vazbou TNF-a k jeho receptoru TNFRI1 a je podporovana
inhibici kaspazy 8 (casp 8) (de Almagro & Vucic, 2015). Nekroptoza je zprostredkovana
aktivaci RIPK1 a RIPK3, coz vede k tvorbé nekrozomu (Y. Cho et al., 2009; He et al., 2009).
Po aktivaci RIPK3 dochazi k fosforylaci a oligomerizaci proteinu MLKL, ktery se translokuje
do plazmatické membrany a vyvolava jeji permeabilizaci (L. Sun et al., 2012; Zhao et al.,
2012).

Re poprvé navrhl, ze nekroptéza mize hrat dilezitou roli v bunééné smrti MN u ALS
(Re et al., 2014). K potvrzeni této hypotézy pouzil in vitro model jak fALS tak sALS.
Prokézal, ze MN reaguji na toxické ALS astrocyty zapojenim nekroptického aparatu, ktery
vede k jejich degeneraci a zaniku. Zjistil, Ze tento mechanizmus je zavisly na RIPK1, RIPK3,
MLKL a Bax, nikoliv vSak na kaspazové aktivit¢, ktera je specificka pro apoptozu.

Dalsi diikazy o zapojeni nekroptdzy v ALS pfinesli o dva roky pozdéji Ito (Ito et al.,
2016). Popsal alternativni roli nekroptozy u ALS, ve kterém mutace v Optn aktivuje RIPK1
v mikrogliich, coz je spojeno se zvySenou sekreci cytokini a chemokinii. ZvySenéd produkce
zanétlivych faktorti mikrogliemi signalizovala degeneraci oligodendrocytii prostiednictvim
nekroptézy aktivované pomoci TNFa. Degenerace oligodendrocyti vedla k porucham
myelinizace MN a vysledné axonopatii. Mutace v Optn je spojovana jak s fALS tak sALS. Ito
prinasi mozné vysvétleni, jakym zplisobem tato mutace prispiva k progresi onemocnéni.
Prokézal, Ze RIPK1 a RIPK3 jsou zapojeny do axonalni patologie i v jiném mySim modelu
ALS SOD1%** u kterého byla prokazana v&asna degenerace oligodendrocyti jests pred

projevem symptomu (Ito et al., 2016; Kang et al., 2013).

2.1.5 Experimentalni modely ALS

V soucasné dobé existuje celd fada transgennich zvifecich modelli, kter¢ pomahaji
objasnit molekularni patologii ALS a jeji fenotypové disledky. Kazdy typ ma své vlastni
charakteristické vlastnosti, které vyplyvaji z povahy zavedené mutace, ale nesou sebou i
mnoho omezeni. Nejrozsifenéjsi zvifeci model ALS je zaloZen na expresi lidského proteinu
SODI1, ktery nese mutaci G93A (Gurney et al., 1994; Rosen et al., 1993). Od této ptivodni
studie védci identifikovali dalSich 150 mutaci v SODI genu souvisejicich s ALS napt. G37R
(Wong et al., 1995), G85R (Bruijn et al., 1997) a G86R (Ripps et al., 1995). Tyto transgenni

25



linie se lisi po¢atkem néstupu onemocnéni, projevem a progresi, nicméné vykazuji i spole¢né
rysy jako je ztradta motorickych neurond, axonalni denervace, agregace proteinl, progresivni
ochrnuti a snizend Zzivotaschopnost (Philips & Rothstein, 2015). Vzhledem k tomu, ze
transgenni linie mys$i s uml¢enym SOD/ genem vykazuji normalni fenotyp, se piredpoklada,
ze SOD1 zptsobuje ALS spise ziskanim toxické funkce. Jednou z nevyhod téchto modelt je,
ze mutantni gen musi byt nadmérné exprimovany, aby se béhem zivota zvifete vyvinul
fenotyp podobny ALS (Lutz, 2018). Nadmérnd exprese mutantniho genu muze vyvolat
otazku, zda zakladni mechanizmus degenerace MN je relevantni k lidsk¢ formé¢ ALS.
Transgenni mysi model SOD1%** zistava stile nejrozsifendjsim modelem pro studium
degenerace MN u ALS. Tento model vykazuje v lumbélni ¢asti michy v konecné fazi
onemocnéni ztratu 40-50% MN. Vzhledem k malé velikosti myS$iho modelu se k testovani
potencialnich terapeutickych pfistupl jako je napf. implantace kmenovych bunék pouzivaji
transgenni linie potkant.

Dalsi hlavni transgenni modely ALS jsou zalozeny na mutaci TDP-43, FUS a C9orf72
(Lutz, 2018). V roce 2016 byla vyvinuta nova transgenni mysi linie s hexanukleotidovou
opakujici se expanzi C9orf72, nejcastéjsi genetickou mutaci spojovanou s onemocnénim ALS
(Y. Liu et al, 2016). Tento mysi model vykazuje snizené pteziti, ochrnuti, svalovou
denervaci, ztratu MN, chovani podobné tizkosti, kortikdlni a hipokampalni neurodegeneraci,
tvorbu ohnisek RNA, agregaci proteinil a cytoplazmatické agregaty TDP-43. Nicméné tento
fenotyp se projevil pouze u samic a nikoliv u samcti. Molekularni podstata tohoto rozdilu
dosud neni vysvétlena, ptispivajicimi faktory mize byt hormonalni regulace nebo pohlavné
specifické rozdily v zanétlivych reakcich (Y. Liu et al., 2016).

Vzhledem k tomu, Ze patologické proteinové (ubikvitinové) inkluze obsahujici TDP-43
byly identifikovany v postizenych neuronech jak u sALS tak fALS, mohly by modely
s mutaci v TDP-43 1épe reprezentovat patologii vétSiny pacientii s ALS. Biochemicka analyza
mozkd a mich pacienti s ALS identifikovala TDP-43 jako hlavni slozku ubikvitinovych
inkluzi (Mackenzie et al., 2007). TDP-43 se primarn€ nachazi v jadrech zdravych MN, avSak
ve vétSiné forem ALS se tyto agregaty nachazi v cytosolu (Arai et al., 2006; Neumann et al.,
2006). Neni jasné, zda toxicita je zprostfedkovana ztratou funkce TDP-43 v jadru nebo
akumulaci agregatli v cytoplazmé, poptipadé¢ kombinaci obou téchto jevia (Lutz, 2018).
Ptiblizn€ bylo vytvotfeno 20 transgennich modelii spojenych s mutaci TDP-43, liSicich se
typem promotoru a mirou exprese TDP-43 (Picher-Martel et al., 2016). Ukazalo se, Ze hladina
exprese mutantniho TDP-43 koreluje se zdvaznosti onemocnéni (Wegorzewska et al., 2009).

Transgenni mySi nadmérné exprimujici bud’ divoky typ nebo mutantni TDP-43 casné
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ochrnuly a uhynuly, nicméné TDP-43 agregaty se v ubikvitinovych inkluzich vyskytovaly jen
ziidka anebo vibec (Stallings et al., 2010; Wegorzewska et al., 2009; Xu et al., 2010, 2011).
Toto zjisténi vzbuzuje obavy ohledn¢ platnosti téchto transgennich linii jako modelu ALS.

FUS mys$i modely umiraji kratce po narozeni v disledku respiracniho selhdni a vykazuji
snizenou télesnou hmotnost a velikost (Hicks et al., 2000). Nicméné bylo vytvoteno nékolik
mySich kmend za ucelem pochopeni FUS patologie, i kdyz ne vzdy se jednalo o ALS
patologii (Devoy et al., 2017; Nolan et al., 2016).

Ackoli zadny z mysSich modelt plné nerekapituluje lidsky stav, témét vSechny pomahaji
védciim porozumét normalnim a abnormalnim biologickym procesiim, za pfedpokladu, Ze
jsou zvazeny jednotlivé charakteristiky kazdého typu modelu a jim odpovidajici interpretace

dat.

2.2 Bunécna terapie

Vzhledem k nedostate¢né UCinné 1écb€ pacienti s ALS se objevila celd ftada
antioxidacéni terapie a terapie zalozené na transplantaci kmenovych bun€k rtizného ptvodu.

Kmenové bunky se zdaji byt vhodnymi kandidaty diky svym jedinecnym vlastnostem.

2.2.1 Embryonalni kmenové bunky

Embryonélni kmenové buiiky (Embryonic stem cells, ESC) jsou derivované z vnitini
bunéné¢ masy 5-6 dennich embryi ve stadiu blastocysty (Thomson, 1998), maji velky
potencidl proliferace a maji schopnost diferenciace do vSech tfi zarodecnych linii
(ektodermélni, mezodermélni a endodermélni). Lidské ESC (hESC) se mohou ucinné
diferencovat do MN, exprimujicich cholin acetyl transferazu (Chat) a HB9 a majicich vhodné
elektrofyziologické vlastnosti zralych MN (Du et al., 2015; Shin et al., 2005).

Transplantované motoneuronové progenitory (hMNP) derivované z hESC byly
schopné ochrdnit endogenni MN v blizkosti implantace u SODI transgenni potkani linie
(Wyatt et al., 2011). Pfiznivy efekt hMNP byl v této studii pfisuzovan jejich schopnosti
aktivné vylucovat ristové faktory, véetné NGF a NT-3. Pozitivni také je, Ze transplantované
bunky piezivaly vice nez 2 mésice po implantaci a nékteré z nich vykazovaly znamky zralych

MN. Avsak je tfeba jeSté prekonat fadu prekazek pojicich se s generovanim MN. Navic
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vzhledem k nepfiznivému ALS prostiedi viici MN se zd4, ze gliové buniky maji vétsi
potencial jako kandidati pro 1é¢bu ALS.

Intratekalni aplikace mladych astrocytii derivovanych z embryonalnich kmenovych
bunc¢k (hES-AC) zptisobila pozdni nastup onemocnéni, zlepSila motorickou aktivitu
v porovnani s kontrolni skupinou (Izrael et al., 2018). In vitro charakterizace téchto hES-AC
ukdzala podobné funkéni vlastnosti, jako maji ,,zdravé astrocyty* zahrnujici napt. schopnost
vychytavat glutamat, podporu axonalniho rastu, produkci a sekreci Sirokého mnozstvi
neuroprotektivnich faktorGi a v neposledni fadé ochranu MN pfed oxida¢nim stresem.
Sekundarnim cilem studie bylo stanoveni bezpec¢nosti, biodistribuce, toxicity a
tumorogenniho potencidlu a proto byly hES-AC transplantovany do imunodeficitnich NGS
mysi. Po deviti mésicich nedoslo k vyvoji teratomu ani zddného jiného nadoru. Histologicka
analyza ukdzala, Ze bunky exprimujici astrocytické markery ptezivaly po celou dobu trvani
studie pfipojené¢ k pia mater. BezpeCnost a terapeuticky potencidl téchto hES-AC se

v soucasné dob¢ hodnoti v klinické studii faze I u pacientii s ALS.

2.2.2 Indukované pluripotentni kmenové burky

Navzdory obrovskému potencialu hESC v 1é€bé riznych onemocnéni, je jejich
klinické vyuziti omezeno zavaznymi etickymi problémy spojenymi se zni¢enim embrya pfi
derivaci hESC a potencidlnim imunitnim odmitnutim bunék pfijemcem. Jako alternativni
zdroj pluripotentnich kmenovych bun¢k (pluripotent stem cells, PSC) jsou lidské indukované
pluripotentni kmenové bunky (induced pluripotent stem cells, iPS) reprogramované ze
somatickych bunék prostfednictvim ektopické exprese transkripénich faktorti (Takahashi et
al., 2007; Yu et al., 2007). iPS maji mnoho spole¢nych vlastnosti s hESC, v¢etné¢ podobné
morfologie, genové exprese a in vitro diferenciacni kapacité (Stadtfeld & Hochedlinger,
2010). Navic iPS derivované ptimo z tkani pacienta se mohou pouzivat pro modelovani celé
fady onemocnéni in vitro, pro studium jejich mechanizmi a pro screening lékii. Nicméné,
stejn¢ jako hESC jsou iPS nachylné ke genomickym aberacim, které by mohly ohrozit jejich
stabilitu, coZ pfinasi vazné obavy ohledné bezpecného pouziti iPS v klinické praxi.

U iPS bylo zaznamendno hned nékolik mechanizml pfispivajicich k rozvoji
genetickych mutaci u téchto bunék. Jednim z nich mohou byt pfimo rodi€ovské somatické
buniky, ze kterych jsou iPS derivovany (Abyzov et al., 2012; Gore et al., 2011). Jsou-li
v somatickych buitkdch mutace, mohou byt také pfeneseny do iPS linie. Nicméné& genomicka

nestabilita miZe nastat v kterékoliv fazi generovani iPS linii béhem reprogramovani a
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dlouhodobou kultivaci. U lidskych iPS pozorovali, Ze reprogramovani je spojené s deleci
nadorovych supresorovych gentl, zatimco ¢as v kultuie byl spojen s duplikacemi onkogennich
genti (Laurent et al., 2012). V dalsi kapitole se budu podrobné&ji zabyvat genomovou
nestabilitou lidskych PSC (hPSC) konkrétné hESC v kultivacnich in vitro podminkéch.

2.2.2.1 Role opravnych mechanizmii hPSC

Jak jiz bylo zminéno, hPSC jsou jedny z hlavnich kandidati pro bunécnou terapii fady
onemocnéni CNS hlavné diky jejich schopnosti diferencovat do rtiznych typi neuralnich
bunék. Nicméné pro jejich piedpokladané pouziti v regenerativni mediciné je nutné
nakultivovat dostate¢ny pocet bunék, coz se poji s jejich dlouhodobou kultivaci v podminkach
in vitro (Kropp et al., 2017). Béhem dlouhodobé kultivace dochazi k narusSeni jejich genetické
a epigenetické stability. Mezi nej¢astéjsi zmény karyotypu hESC patii zisk chromozomu 1,
12, 17, 20 nebo X (Amps et al., 2012; Catalina et al., 2008; Draper et al., 2004; Gertow et al.,
2007; Seol et al., 2008). Tyto abnormality mohou mit vliv na jejich schopnost u¢inné se
diferencovat do riznych bunécnych typt (Zhang et al., 2016), poptipad¢ zvysit jejich maligni
potencial.

Markouli a kolektiv se snazili objasnit, jak ovliviiuje jedna =z nejcastéjSich
genomickych abnormalit 20q11.21 diferenciacni kapacitu hPSC (Markouli et al., 2019).
Zjistili, Ze tato mutace ma dramaticky negativni G¢inek na neuroektodermalni diferenciacni
potencial, ale pfitom si zachovava svou schopnost diferenciace na derivaty mezodermu.
Ukézali, Ze hlavni pfi¢innou téchto zmén je nadmérnd exprese Bel-XL, coZ vede ke sniZeni
signalizace apoptozy.

Ukézalo se, ze PSC maji zvySenou hladinu dvoufetézcovych zlomt (double strand
breaks, DSB) v porovnani s diferencovanymi builkami a toto zvySeni je pfipisovano jejich
vysoké proliferacni kapacité (Vallabhaneni et al., 2018). Rychla proliferace v hESC buiikach
je zptisobena zménou exprese kli¢ovych geni bunééného cyklu, modifikaci kontrolnich bodt,
zménou metabolické regulace (Shyh-Chang et al., 2013). Bunéény cyklus hESC je kratsi
v porovnani s diferencovanymi bunikami (Becker et al., 2006), coz hESC muze vystavit
zvySenému riziku chybovani pfi replikaci (Momcilovic et al., 2010). Oprava DNA u PSC
musi byt tedy rychla a G¢innd, aby se zabranilo dal$i akumulaci mutaci, které by mohly vést
k propagaci nadoru. Bylo prokazéano, Ze hESC maji mnohem vy$si expresi genli zapojenych
do riznych opravnych mechanizmi, coz vede k G€inngjsi a rychlejsi reakci na poskozeni
DNA nez u diferencovanych bun¢k (Adams et al., 2010; Luo et al., 2012; Momcilovic et al.,
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2010). Potencialni zdroje poskozeni u hESC mohou byt tedy jak endogenniho ptivodu (napf.
metabolickou aktivitou a replikaci DNA), tak exogenniho pivodu (napt. UV a ionizujici
zéaieni). Pokud je poskozeni piili§ zavazné, mohou bunky také zahajit programovanou
bunécnou smrt, ktera odstrani bunky s poskozenou DNA z populace (Desmarais et al., 2012).

Pro bezpecné pouziti PSC je nutné porozumét mechanizmim zajistujicim stabilitu
genomu a odpovéd’ na poskozeni DNA i v kultivacnich in vitro podminkach. Ziskané znalosti
nam pomohou optimalizovat podminky kultivace a schopnost modulovat tyto mechanizmy by
mohla vést k prevenci nezddouci akumulace mutaci béhem in vitro kultivace. V kapitole 5.5-
5.8 se zabyvam tim, jakym zplsobem se vyrovnavaji hESC s poskozenim DNA v in vitro
kultiva¢nich podminkach.

V zéavislosti na typu poskozeni bumika voli vhodny opravny mechanizmus. Jedno
z nejbéznéjSich poskozeni je oxidativni poSkozeni vzniklé ROS, kterym je burika nepietrzité
vystavena diky mitochondrialni aktivit¢ a nevyvazené intracelularni redukei kysliku. Hlavnim
opravnym mechanizmem zapojenym u hESC pfi reakci na oxidac¢ni poskozeni je bazova
excizni reparace (BER) (Krutd et al., 2013). Bylo zjiSténo, ze v pribéhu opravy seskupené¢ho
oxidativniho poskozeni pomoci BER, miiZze endonukledzova aktivita vytvofit jednofetézcové
(Kruta et al., 2013) a muaze tak participovat na zvySeném riziku pfestaveb genomu. DSB
predstavuji velmi nebezpecny typ poSkozeni DNA (Jackson, 2002) a musi byt co nejrychleji
opraveny. V kapitole 5.6 diskutuji, jaky opravny mechanizmus hESC voli pfi opravé téchto
Skodlivych DSB.

Hlavnimi opravnymi mechanizmy DSB jsou homologni rekombinace (HR), klasické
nehomologni spojovani koncli (canonical non-homologous end joining; cNHEJ) a relativné
neddvno objevend draha mikrohomologii zprostfedkované spojeni koncli (microhomology-
mediated end-joining; MMEJ) (Obrazek 3). Ktery mechanizmus buiika zvoli na opravu DSB,
zalezi na mnoha faktorech, napt. na fazi bunétného cyklu nebo piitomnosti dostupnych
proteini (Delacote & Lopez, 2008). Zatimco DSB mohou byt opraveny pomoci NHEJ
v pritbéhu celého bunééného cyklu, HR je aktivni pouze v S a G2 fazi bunééného cyklu, kdy
je k dispozici intaktni sesterska chromatida vedouci k bezchybné opravé DSB. V porovnani
s HR ma NHEJ vyssi sklon k mutacim a malignité (Brady et al., 2003). Klicovymi proteiny
HR jsou Rad51 a BRCA1, zatimco 53BP1 je hlavnim hra¢em v NHEJ. 53BP1 je multifunkéni
DDR protein, ktery hraje dalezitou roli pfi volbé opravné cesty DSB: 53BP1 ihibuje resekci
DNA a v disledku toho potlacuje HR a zvyhodituje NHEJ (Callen et al., 2013; Chapman et
al., 2013; Escribano-Diaz et al., 2013). Prvnim krokem NHEJ je nabor heterodimeru Ku70/80
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na konce poSkozené DNA, ndsleduje interakce s katalytickou podjednotkou DNA protein
kindzou C (PKcs) a dochdzi ke stabilizaci konci zlomené DNA (Rathmell & Chu, 1994).
Kaskéada proteinovych fosforylacnich reakci nakonec vede k odstranéni jednoietézcovych
presahll zlomenych koncti DNA (Ma et al., 2002) a nésledné spojeni konct komplexem ligazy
IV, XRCC4 a XLF13 (Ahnesorg et al., 2006).

MMEJ bylo pivodné identifikovano jako zalozni opravny mechanizmus
v nepiitomnosti NHEJ a HR. Bylo prokazéano, ze 53BP1 v ptfitomnosti BRCA1 podporuje
opravu DSB nejenom pomoci NHEJ, ale i MMEJ (Xiong et al., 2015). Je zfejmé, Ze MMEJ
zavisi na tadé proteinti, véetné PARP1, XRCC1 a DNA ligazy I nebo III, z nichz mnoh¢ se
ucastni dalSich opravnych drah (Sallmyr & Tomkinson, 2018).
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Obrizek 3: Uginna BER piispiva k tvorbé dvoutetézcovych zlomi (DSB) u hESC a miize byt tak potencialni
zdroj genomickych prestaveb. DSB je velmi nebezpe¢né poskozeni a buiika ma nékolik mechanizmu, jak je
opravit. Hlavnimi opravnymi mechanizmy DSB jsou homologni rekombinace (HR), nehomologni spojeni koncti
(NHEJ) a mikrohomologii zprostfedkované spojeni koncti (MMEJ). Jaky mechanizmus buiika zvoli, zalezi na
mnoha faktorech napft. faze bunécného cyklu nebo ptitomnosti dostupnych proteini.
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2.2.3 Mesenchymalni kmenové bunky

MSC jsou multipotentni buiiky, které se primarné¢ diferencuji na buiky
mesenchymalniho ptivodu jako jsou fibroblasty, osteoblasty, adipocyty, chondrocyty. MSC
mohou byt rizného plivodu izolované napft. z kostni diené€, tukové tkané, pupecniku a fady
dalSich tkani. V zavislosti na jejich ptivodu se tyto buiky mohou lisit biologickymi funkcemi,
potencidlem diferenciace a expresnim profilem. Nicméné vSechny MSC musi splilovat
definici schvalenou vroce 2006 Mezindrodni spole¢nosti pro bunécnou terapii. Hlavni
terapeuticky potencial MSC je piipisovan jejich parakrinnim schopnostem, tj. vylucovani
ruznych neurotrofnich faktorti a cytokin. Déle maji imunomodulacni, antiapoptické a
protizanétlivé ucinky, moduluji reaktivitu astrocytd a mikroglii. Z téchto divodu se zda, ze
jejich priznivy ucinek v 1é¢bé fady onemocnéni je zprostiedkovany spise podptrnou funkci,
nez schopnosti nahradit degenerujici buiiky.

Velkou vyhodou aplikace MSC je jejich autologni transplantace, 1 kdyZ 1 ta ma sva
uréita omezeni. Jeden z problému spociva v kultivaci MSC od starSich pacientii a obtize
spojené s izolaci uc¢inné populace MSC od pacientll s neurodegenerativnim onemocnénim,
napt. ALS. Vysledky naznacuji, Ze MSC izolované pfimo z pacienta trpiciho ALS (MSC-
ALS) maji snizenou expresi pluripotentnich markert jako Oct-4 a Nanog a snizenou
schopnost produkovat trofické faktory (G.-W. Cho et al., 2010). Bylo prokédzano, zZe
schopnost MSC-ALS sekretovat tyto faktory, je pfimo umeérna progresi onemocnéni (Koh et
al., 2012). Dale byly pozorovany rozdily v adipogenni diferenciaci (Matejckova et al., 2018) a
reakci na stimulaci prozanétlivych cytokinli (Javorkova et al., 2019). Na druhou stranu nebyly
do treti pasaze pozorovany morfologické zmény, abnormality karyotypu a zmény v rdstu
(Ferrero et al., 2008) a MSC-ALS vykazovaly srovnatelné imunomodulaéni vlastnosti jako
MSC zdravych dérct (Javorkova et al., 2019). Nicméné s dlouhodobou kultivaci MSC-ALS
se projevily morfologické zmény a s vyskou pasaze dochédzelo k postupnému snizovani
2010). Tyto vysledky naznacuji, Ze MSC od zdravych darci by mohly byt lepsi volbou pro
pacienty s ALS. Bylo prokazano, ze MSC maji snizenou expresi MHC I a Zadnou expresi
MHC II, coz snizuje nachylnost k imunitni odpovédi (Ryan et al., 2005).

Preklinické studie na experimentalnich modelech ALS prokazaly, ze aplikace MSC
¢aste¢né obnovi motorické funkce, sniZi rychlost progrese onemocnéni a prodlouZzi ptezivani
zvitat (Forostyak et al., 2014; H. Kim et al., 2010; Uccelli et al., 2012; Vercelli et al., 2008;
Zhou et al., 2013). Na zvitecich modelech ALS byly testovany rizné terapeutické ptistupy,
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lisici se zplGsobem podani MSC (napf. intravendzni, intratekdlni, intracerebralni a
intraspinalni), mnozstvim bunék a casem aplikace. Vzhledem k zjiSténi, Ze neuromuskuldrni
denervace predchazi nastupu klinickych pfiznaki a smrti MN u ALS, se nékteré studie
zam¢iily na terapeuticky efekt transplantovanych MSC ve svalech napi. quadriceps femoris
(Rando et al., 2018). Intramuskularni aplikace MSC zpomalila klinicky pribéh ALS,
stabilizovala NMJ a prodlouzila pteziti diky schopnosti MSC sekretovat rustové faktory
GDNF, NT4.

Na zéklad¢ téchto ptiznivych vysledkii z preklinickych studii byly navrzeny klinické
studie ve fazi I/II (Karussis et al., 2011; H. Y. Kim et al., 2014; Prabhakar et al., 2012; Staff et
al., 2016; Sykova et al., 2017). Vysledky z klinickych studii sice prokazaly, ze 1écba pomoci
MSC je bezpecna a dobie tolerovdna pacienty, nicméné vedla pouze k mirnému zlepSeni
klinickych projevli ALS pacientl. Z tohoto diivodu je tieba 1épe objasnit pfesné mechanizmy,
kterymi jsou aplikované MSC prospésné pro ALS pacienty a posilit tak jejich ucinek
vhodnym podanim, ¢i kombinaci s jinymi zptisoby 1é¢by.

2.3 Znaceni bunék pro in vivo aplikaci

Pro zajisténi u¢inné a Uspésné 1écby kmenovymi buiikami je nezbytné vyhodnotit
jejich biologické chovani v in vivo podminkach. Ziskané informace by mohly pomoci stanovit
optimalni pocet transplantovanych bunék, identifikovat optimalni zptisob podéani a definovat
terapeutické okno, béhem kterého je transplantace terapeutickych buné¢k klinicky tispésna.

Existuje cela fada zobrazovacich metod, pomoci kterych miizeme sledovat osud
transplantovanych bunék, napt. pozitronova emisni tomografie (PET), jednofotonova emisni
vypocetni tomografie (Single-Photon Emissin Tomography, SPECT) a magneticka rezonance
(MR). Zobrazeni MR nabizi n¢kolik vyhod oproti jinym metoddm, napf. umoznuje
neinvazivni dlouhodobé a opakované monitorovani buné€k a poskytuje informace o podrobné
anatomické struktute. Jiné metody jako PET a SPECT neumozni dlouhodobé sledovani a
navic ionizujici zafeni nebo radionukleotidy mohou poSkodit DNA a zvysit tak riziko
karcinogeneze, popiipadé€ zpiisobit smrt bunék (Nguyen et al., 2014).

Hlavni nevyhodou MR je jeho nizké citlivost, proto pro usnadnéni monitorovani
transplantovanych bunék musi byt pfed implantaci oznaceny kontrastnimi latkami. Témito
latkami jsou napiiklad slougeniny Zeleza, sloueniny gadolinia a perfluoruhliku obsahujici F'"
(PFC) (Muja & Bulte, 2009). Tyto kontrastni latky jsou schopné zménit relaxacni ¢asy T1
nebo T2.
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Tradi¢ni klasifikace kontrastnich latek je podle vlivu na konkrétni relaxacni ¢as na T1
nebo T2 kontrastni latky. Nicméné toto déleni neni piesné vzhledem k tomu, ze T1 kontrastni
latky mohou ovlivnit 1 T2 relaxacni Cas a naopak. Zkraceni relaxacni ¢asu T1 vede ke zvyseni
intenzity signalu (,,pozitivni*“ kontrast), zatimco zkraceni relaxa¢niho ¢asu T2 vede ke sniZzeni
intenzity signalu (,,negativni“ kontrast). VétSina kontrastnich latek pouzivanych v medicing
patii do T1 kategorie.

Presnéjsi klasifikace kontrastnich latek nabizi spiSe zatrazeni podle chovani latek
v magnetickém poli, napt. paramagnetické kontrastni latky (obvykle obsahujici gadolinium a
mangan) a superparamagnetické (obvykle obsahujici oxid zeleza). Béznym T2 kontrastnim
¢inidlem je superparamagneticky oxid zeleza (SPI10), jehoz hlavni slozkou miize byt magnetit
(FesO4) nebo maghemit (Fe;Os) (Bulte & Kraitchman, 2004). Paramagneticka a
superparamagnetickd c¢inidla umoznuji pouze nepfimou detekci prostiednictvi MR. Pro
kvantifikaci bundk je lepsi pouZit zobrazovani pomoci fluoru (F'”) (Holland et al., 1977).
Vzhledem k nizkému mnozstvi v téle je jen velmi nizky signél pozadi (Partlow et al., 2007;
Srinivas et al., 2007) a umozniuje detekovat ptesnéjsi lokalizaci bunck (Bulte, 2005).

Efektivita znaceni kontrastnimi latkami miZze byt charakterizovdna hodnotami
relaxivity rl (longitudidlni) a r2 (transverzalni). Mezi nejoblibengjsi kontrastni latky patii
magnetické nanocastice oxidu zeleza, zejména diky jejich snadné syntéze, povrchové
modifikaci a nizké toxicité¢ (Fatima & Kim, 2018). Magnetické nanocastice slozené z oxidu
zeleza jsou slibné, protoze vykazuji dobrou biokompatibilitu (Jain et al., 2008), silny
magnetismus (Corchero & Villaverde, 2009) a uzite¢né zobrazovaci vlastnosti (Riimenapp et
al., 2012). Pro biokompatibilitu je nutnd vhodna povrchova uprava, jinak muze dojit
k aglomeraci, ztrat¢ magnetizmu a toxickému ucinku. Saito naznacuje, ze pro optimalizaci
kontrastu MR je kriti¢t&j$i povrchovy povlak nez velikost ¢astic (Saito et al., 2012). Pro
povrchovou upravu magnetickych nanocastic miize byt pouzit dextran, PEG-COOH, 2,3-
dimerkaptojantarova kyselina (DMSA), kiemicCity obal, ligandy odvozené¢ od dopaminu.
Zvoleni vhodné povrchové upravy hraje zasadni roli pro zvySeni kontrastniho ucinku
nanocastic ve tkani.

Navzdory svym vyhoddm mohou pouZité ¢astice Zeleza vytvaiet ROS. Produkce ROS
muze vést k oxida¢nimu stresu a nasledné bunééné dysfunkci ¢1 smrti bunék (Fu et al., 2014;
Manke et al.,, 2013). Pfi vybéru vhodnych kontrastnich latek musi byt zohlednény jak
fyzikéalné-chemické vlastnosti pro MR zobrazeni tak i chovéani v biologickém prostiedi

zejména toxicita a biodistribuce.
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3 Hypotézy a cile prace

Souhrnnym cilem této prace bylo studovat molekuldrni mechanizmy zodpovédné za
potencidlni regeneracni/neuroprotektivni U¢inek kmenovych bun¢k u experimentdlniho

modelu ALS.

Hypotéza 1: Predpokladame, Ze opakovana aplikace hMSC do michy v kombinaci
s opakovanou aplikaci hMSC do svalu zvysi neuroprotektivni ucinek téchto bunék u
SOD1%%* potkanii. Zesileni tohoto efektu by mohlo byt zpiisobeno modifikaci jednou ze tii

signalnich drah bun&&né smrti v mise SOD1%*4

potkanti.
Hypotéza 2: Predpokladdme, Ze NP-iPS mohou integrovat do hostitelské tkdn¢ ve vétSim
meéftitku nez MSC, coz by mohlo vést k zesileni regenerace pfimym kontaktem a stabilizaci

PNN chranicich MN pred toxickym ALS prostiedim.

Hypotéza 3: Piedpokladame, Ze opravné mechanizmy hraji dileZitou roli v potencidlni
malignit¢ hESC. Detailngjsi pochopeni, jak se hESC vyrovnavaji s poskozenim DNA, muze

ptispét k jejich budoucimu bezpe¢nému vyuziti v regenerativni medicing.

Hypotéza 4: Magnetické nanocastice CZF a PLL-y-Fe,Os3 zvySuji citlivost detekce NP-iPS

pomoci MR, nicmén¢€ mohou ovlivnit viabilitu NP-1PS a jejich diferencia¢ni potencial.

Cile prace:

1) Vyhodnotit efekt kombinované opakované intratekalni a intramuskularni aplikace
MSC na mechanizmy bunééné smrti (apoptdza, nekroptéza a autofagie) v mise
SOD1%** potkand.

2) Vyhodnotit efekt intraspinalni aplikace NP-iPS na PNN v mige SOD1%** potkanii.

3) Odhalit jakym zpisobem se Casné pasaze hESC vyrovnavaji s poSkozenim DNA.

4) Ov¢rit a porovnat cytotoxicitu magnetickych nanocastic (PLL-y-Fe,Os a CZF) na
in vitro kultute NP-iPS a vyhodnotit jejich vliv na proliferatni a diferenciacni

potencial téchto bunék.
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4 Material a metody

4.1 Typy pouzitych bunék

4.1.1 Lidské embryonalni kmenové burky (hESC)

V experimentech zabyvajicich se stabilitou genomu byly pouzity hESC linie CCTL12
(center for Cell Therapy Line 12) a linie CCTL14 (center for Cell Therapy Line 14),
charakterizované¢ v ¢lanku Adewumi et al., 2007 a byly kultivoviny na mitoticky
inaktivovanych myS$ich embryonalnich fibroblastech, jak bylo popsano diive (Dvorak et al.,
2005) nebo podlozni vrstvé tvofené bezbun&Enou matrix Matrigel™ (BD Biosciences). Ve
strunosti, pro kultivaci bylo pouzito médium obsahujici: DMEM/F12, 15% FBS, 1%
neesencialnich aminokyselin, 2mM L-glutamin, 0,1 mM B-merkaptoetanol, 4 ng/ml lidsky
rekombinantni fibroblastovy rlstovy faktor (hrFGF) a penicilin/streptomycin a v ptipadé
kultivace na matrigelu bylo pouzito kondiciované medium z inaktivovanych mySich
fibroblasti (mEF). Bunky byly pasdzovany kazdy 4-5 den. Jako model diferencovanych
bun¢k byly pouzity lidské usni fibroblasty (human ear fibroblasts; hEFs) linie BR1112203,

ziskané z Narodniho centra tkani v Brné, do pasaze 10.

4.1.1.1 Inhibitory a induktory pouZité pro analyzu opravnych drah v hESC

K indukci DNA poskozeni byly buiiky vystaveny 3 nebo 10 Gy "*’Cs y-ray IR
(2Gy/min, pouzitim OLG-1; VF a.s.). Reakce na y-zéafeni byla sledovana v ¢ase 0 a po 2
hodinach. Je tfeba poznamenat, Ze Oh odpovida 15 minutdm vzorku na ledu, kdy jsou bunééné
procesy zpomaleny, ale ne zcela zastaveny. Pro analyzu opravnych drah byly pouzity
specifické inhibitory NHEJ jako Nu7026 (5uM, NU; Sigma-Aldrich) nebo Nu7441 (1uM,
Selleckchem), aplikované 1 h pfed indukovanym poSkozenim (IR). Ke sniZeni exprese
PARP1 byl pouzit olaparib (1pM, Selleckchem), aplikovany 2 hodiny pied indukovanym
poskozenim. K inhibici BER byl pouZit metoxyamin (3mM, MilliporeSigma), aplikovany 1 h
pred indukovanym poskozenim. Déle pro analyzu opravnych drah byly buiiky transfekovany
siRNA pomoci X-tremeGene siRNA Transfection Reagent (Roche) ke snizeni exprese Lig3
(50pmol, NM 00231; Sigma Aldrich a siRNA 121668; TermoFisher Scientific), 53BP1
(50pmol, NM_005657; Sigma Aldrich), Lig4 (50 pmol; Sigma Aldrich) a PolQ (50 pmol,
122556; Sigma Aldrich). Usp&$né snizeni exprese (24 a 48 h po transfekei) bylo potvrzeno

pomoci imunocytochemické analyzy (ICC) a westernovym pienosem (WB).
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4.1.2 NP-iPS

Lidské neuralni prekurzory derivované z indukovanych pluripotentnich bun¢k (NP-
iPS) byly pouzity ve studii k vyhodnocenti jejich terapeutického potencidlu v 1écbé ALS a ve
studii sledujici toxicitu nanoc¢astic na NP-iPS. NP-iPS byly pfipraveny v laboratofi Brigitte
Onteniente v Pafizi (Polentes et al., 2012). NP-iPS byly derivované z bunécné linie IMR90
(fetdlni plicni fibroblasty, ATCC, USA) a transdukovdny pomoci lentivirového vektoru
v kombinaci s lidskou ¢cDNA OCT4, SOX2, NANOG a LIN28 (Yu et al., 2007). Selekce
klonu a validace iPS linie a derivace neurdlnich prekurzorti byla dfive detailné popsana
v ¢lanku Polentes et al. 2012. Ve stru¢nosti, rané neuralni prekurzory byly produkovany
v nizko adhezivnim prostfedi v pfitomnosti Noggin (500ng/ml; R&D Systems), inhibitoru
dréhy TGF-B SB 431542 (10 nM; Sigma), bFGF (10 pg/ml; Pepro Tech) a BDNF (20 pg/ml;
Pepro Tech). NP-iPS byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich potazenych poly-L-ornitinem
(0,002% v destilované vod¢) a lamininem (10pug/ml v DMEM:F12). Pro kultivaci bylo
pouzito médium obsahujici: DMEM:F12 a Neurobazidlni medium (1:1), B27 supplement
(1:50), N2 supplement (1:100; GIBCO, Life Technologies), L-glutamin (2mM; Sigma),
penicilin a streptomycin (50 U/ml; GIBCO), FGF (10 ng/ml; PeproTech), EGF (10 ng/ml;
Peprotech) a BDNF (20ng/ml; PeproTech). Médium bylo ménéno kazdy druhy den. NP-iPS
byly pted implantaci do SOD19%** potkanii preddiferencovany. Pteddiferenciace probihala

kultivaci 7 dni ve stejném médiu, avSak bez ptitomnosti FGF a EGF.

4.1.2.1 Diferenciace NP-iPS do dopaminergnich neuronti

Diferenciace do dopaminergnich neuronii (DA) byla provedena podle protokolu Cho,
Hwang, and Kim 2008. Ve struc¢nosti, NP-iPS byly kultivovany v diferenciacnim médiu
obsahujicim DMEM:F12, B27 supplement (1:50), N2 supplement (1:100), neesencialni
aminokyseliny (1%; Gibco, Life Technologies), L-glutamin (ImM; SigmaAldrich), 2-
merkaptoetanol (0,1 mM) a primocin (100pg/ml). Ctvrty kultivaéni den byl do
diferencia¢niho média pfidan SHH (200ng/ml; PeproTech) a FGF8 (100ng/ml; PeproTech) a
osmy den byla pfidana kyselina askorbova (200uM; Sigma-Aldrich) a kyselina retinova
(5x10°M, Sigma-Aldrich). Médium bylo ménéno kazdy druhy den po dobu 14 dni.

4.1.2.2 Znaceni NP-iPS pomoci nanocdstic na bdzi oxidu Zeleza

Ke znaceni NP-iPS byly pouzity dva typy nanocastic CZF a PLL-y-Fe:03. CZF

nanoéastice byly pfipraveny na Fyzikalnim tstavé AVCR, Oddéleni magnetik a supravodici.
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Jadro CZF nanocastic je tvofeno kobaltnato-zinecnatym feritem (Co, Zn, Fe) a obaleno
oxidem kiemicitym. Nano&astice PLL-y-Fe203 byly pfipraveny na Ustavu makromolekularni
chemie AVCR, Centrum Polymernich materialts a technologii. Detailni postup piipravy
nanocastic je mozné najit v ¢lancich (Novotna et al., 2016) a (Babic et al., 2008).
K vyhodnoceni potencialu znac¢eni NP-iPS byly zvoleny tfi odlisné koncentrace (5, 10 a 15
nug Fe/ml v kultivaénim médiu) nanocastic CZF nebo PLL-y-Fe203. NP-iPS byly inkubovany
s nanocasticemi po dobu 72 hodin. Po této inkubaci byly bunky promyty tiikrat PBS
k odstranéni plovoucich nanocastic. Za ucelem vyhodnoceni mnozstvi ozna¢enych NP-iPS,
byly buiikky fixovany vychlazenym metanolem po dobu 5 minut a inkubovany s 2%
ferrokyanidem draselnym a 6% kyselinou chlorovodikovou po dobu 30 minut (barveni na
berlinskou modf). Po inkubaci byly NP-iPS dobarveny jadrovou cerveni. NP-iPS byly
snimany pomoci mikroskopu ZEISS AXIO Observer D1 (Carl Zeiss, Némecko) a pocet
oznacenych bun¢k byl vyhodnocen pomoci programu Imagel.

K vyhodnoceni zmén v bunécné viabilité, morfologii a rlistu zptisobené nanoc¢ésticemi
na bazi oxidu Zeleza byl pouzit pfistroj xCELLigence RTCA (ACEA Bioscience, San Diego,
USA). Bylo nasazeno 20 000 NP-iPS na desticku E 16 potazenou poly-L-ornitinem a
lamininem. Rust bun¢k byl sledovan v redlném Case pristrojem xCELLigence RTCA po dobu

72 hodin. VSechny experimenty byly provedeny v duplikatech a ve tfech opakovanich.

4.1.3 Lidské mesenchymalni kmenové burky

Lidské mesenchymalni kmenové buitkky (hMSC) byly pouzity ve studii k vyhodnoceni
jejich terapeutického potencialu v 1é€beé ALS. hMSC byly kultivovany v 37°C, 5% CO; a
médium bylo ménéno dvakrat tydné. hMSC byly analyzovany pro povrchové markery pomoci
pritokové cytometrie (FACS) (FACS Aria flow cytometer, BD Biosciences, San Diego, CA,
USA), jak bylo popsano difive (Turnovcova et al., 2009) a pouzity na intratekdlni a
intramuskularni aplikaci. Buiiky byly pozitivni na CD105, CD73 a CD90 a zaroven negativni
na CD45, CD34, CDI14 a CDI11b, CD79a a HLA-DR (Human Leukocyte Antigens locus
DR). Bunky byly kultivovany v médiu obsahujicim: alfa-Minimum Essential Medium (-
MEM) bez ptitomnosti ribonukleotidii, deoxyribonukleotidi a UltraGlutaminu (Lonza,
Svycarsko) nahrazené 5% alogennim destickovym lyzatem (Bioinova, Praha, Ceské

Republika) a 10pg/ml gentamycinu (Lek Pharmaceuticals, Slovinsko).
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4.2 Zvireci model ALS

Jako zviteci familidrni model ALS byly pouzity transgenni Sprague Dawley potkani,
ktefi exprimuji lidsky SODI gen nesouci Gly-93-Ala mutaci (G93A) (Taconic, USA)
(SODI1). Vsichni potkani, ktefi byli pouziti v experimentech ve studii s hMSC, byli
behaviordlné testovani a ndhodné rozdéleni do péti skupin: 1) SODI potkani opakované
1é¢eni pomoci hMSC do michy v kombinaci s aplikaci do svalu (M+S; N=12); 2) SODI1
potkani opakované léCeni pomoci hMSC pouze do michy (M, N=9); 3) SODI potkani
opakovan¢ lé¢eni pomoci hMSC pouze do svalu (S, N=8); 4) SOD1 potkani s opakovanou
aplikaci fosfatového pufru (PBS) do michy (kontrola) v kombinaci s aplikaci do svalu (SOD1,
N=12); 5) netransgenni potkani (WT, N=10).

Vsichni potkani, ktefi byli pouziti v experimentech ve studii s NP-iPS, byli ndhodné
rozdé€leni do ¢ty skupin: 1) SODI potkani 1é¢eni pomoci NP-iPS, ¢as podani pied néstupem
prvnich ptiznakl (asymptomaticka faze; asympt, N=9); 2) SODI1 potkani léceni pomoci NP-
iPS, Cas podani s nastupem pfiznakil (symptomaticka faze; sympt, N=5); 3) SOD1 potkani
s aplikaci PBS (PBS; N=13); 4) netransgenni potkani (WT; N=7).

Tyto studie byly provedeny v souladu se smérnicemi Evropské rady z 22. zati 2010
(2010/63/EU) a zaroveii podle protokoli schvalenych Etickou komisi Ustavu experimentalni

mediciny.

4.3 Posouzeni progrese onemocneéni

K vyhodnoceni poc¢atku onemocnéni, pribchu a kone¢né faze ALS onemocnéni byla u
zvitat sledovana hmotnost, motorické funkce (pouzitim BBB testu, rotarodu) a sila uchopu
(achopovy silovy test (GrST)). VSechny behavioralni testy byly provedeny jednou tydné,
zvifata zacala byt hodnocena ve v€ku 100 dni a testovani pokracovalo do konecné faze
onemocnéni. Kone¢na faze onemocnéni byla oznacena ve chvili, kdy se potkan nebyl schopny
postavit z boku na nohy béhem 30s nebo m¢l paralyzované 2 nebo vice koncetiny nebo ztratil
30% vahy, ¢i vykazoval 75% sniZeni motorické aktivity a 75% sniZeni sily tichopu. Konecna

faze byla zaznamendéna, kdyz potkani nespliovali 2 ze 3 kritérii.

4.3.1 BBB test

Ke kvantifikaci stupné€ paralyzy zadnich koncetin u SOD1 potkani jsme pouZzili Basso

Beattie a Bresnahanovu hodnotici Skalu (0-21) v oteviené aréné s drobnymi modifikacemi pro
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SOD1 potkany (Forostyak et al., 2014). Skore od 0 do 21 jsou definovany: 21 indikuje
zdravého potkana s koordinovanou chiizi, plnym rozsahem pohybu kloubt, stabilitou trupu,
paralelnim umisténim tlapek. 0 indikuje fazi, kdy potkani nebyli schopni vstat z boku za 30

sekund.

4.3.2 Rotarod

Rovnovéha, motoricka koordinace, sila a fyzickd kondice byly hodnoceny pomoci
Ratorodu (Ugo Basile) (Obrazek 4). Zvifata byla trénovand na rotarodu dva tydny pied
aplikaci hMSC. Potkani byli postaveni na pomalu rotujici valec s konstantni rychlosti 15 rpm.

Zvitata bézela na rotujicim valci po dobu 180 sekund (5x 5 minut interval).

Obrazek 4: Ilustrativni foto Ratorad
(http://www.teguhpharma.com.my/ugo-data.html)

4.3.3 Test svalové sily

Grip strenght test (GrSt) je pouzit k vyhodnoceni sily svali koncetin (Obrazek 5).
Zviteti bylo umoznéno uchopit kovovou miizku a pak je tazeno dozadu ve vodorovné roving.
Uchopovaci sila se zaznamenava na tenzometru (Grip Strenght Meter BSGT2S, Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA). Sila uchopu potkanich zadnich nohou byla méfena jednou

tydné. Test svalové sily predstavuje doplitkovy test k rotarodu.
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Obrazek 5: Ilustrativni foto testu svalové sily
(https://www.harvardapparatus.co.uk/gs3-grip-strength-meter.html)

4.3.4 Triceti sekundovy test

Tticeti sekundovy test byl pouzit k dalSimu hodnoceni a potvrzeni konecné faze
onemocnéni ALS. Zvite bylo poloZeno na bok a byl méten ¢as strdveny v pozici na boku, nez
bylo zvife schopné se znovu postavit na nohy. Jako kone¢na faze onemocnéni byla hodnocena

neschopnost potkana postavit se zpét na nohy do 30 s.

4.4 Aplikace bunék

K prevenci mozného imunitniho odmitnuti aplikovanych bunék byla zvitata
imunosuprimovdna pomoci kombinace Sandimmum (10mg/kg; Novaris Pharama AG,
Svycarsko), Immuran (4mg/ml; GlaxoSmithKline, USA) a Solu-Medrol (2mg/kg, Pfizer,
Belgie). Imunosuprese byla experimentalnim zvifatim podavdna po celou dobu az do
konecné fadze onemocnéni ALS. Pied samotnou aplikaci bun€k byli potkani uspani pomoci

anestetika Isofluran (3%, Forane, Abbott Laboratoties, UK).

4.4.1 Intratekalni a intramuskularni aplikace hMSC

Prvni aplikace hMSC byla provedena s nastupem prvotnich ptiznakti ALS (priblizné
ve v&€ku 18 tydnh). Dalsi dvé aplikace hMSC byly provedeny po 14 dnech a 28 dnech od
prvni aplikace. Bun&na suspenze (5x10° hMSC, maximélni objem 50pl) byla aplikovana do
spinalniho kanalu na urovni obratle L3-L5. Pro aplikaci bunétné suspenze byla zvolena
metoda lumbalni punkce, ktera je Siroce vyuZzivana v klinické medicing, je méné invazivni, a

proto je vhodnou metodou pro opakovanou aplikaci. Pro ovéfeni spravného podani bunék do
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spinalniho kanalu bylo ptfed aplikaci odebrano malé mnozstvi potkaniho mozkomiSniho moku
(CSF). Intratekalni podani bunécné suspenze obecné netrvalo déle nez 15-20 minut. Skupina
potkani s aplikaci hMSC do svalu obdrzela 3 injekce bun&éné suspenze (2x10° hMSC, 3x
100 ul vjedné aplikaci) pouzitim Omnican 50 insulin syringe (B Braun, Melsungen AG
OMG, Némecko) do quadriceps femoris do obou zadnich koncetin. Po implantacich, byli
potkani pozorovani n€kolik dni pro ovéfeni, jestli operace nezplisobila motorické poskozeni,

jako je paralyza nebo tfes v zadnich koncetinach.

4.4.2 Intraspinalni aplikace NP-iPS

NP-iPS byly aplikovany intraspinalné do tfimesi¢nich SOD1 potkanti (asymptomaticka
skupina) a do pétiméesi¢nich az Sestimésicnich SOD1 potkant (symptomatickd skupina).
Bunééna suspenze v koncentraci 5x10* NP-iPS/ul v PBS byla aplikovana intraspinalné na
urovni Th10-11, jak bylo popséano jiz diive (Forostyak et al., 2011). Ve stru¢nosti, na tirovni
Th10-11 obdrzZeli potkani 6 intraspinalnich injekci se suspenzi NP-iPS: 3 injekce byly na levé
a tfi na pravé stran¢ vzdy s minimalnim odstupem 3 mm od sebe. Kazda injekce obsahovala
koncentraci 5x10* NP-iPS/ul, celkové tedy potkan obdrzel 3x10° NP-iPS. Buiiky byly
aplikovany do ventralnich rohti michy pomoci stereotaktické aparatury podle nasledujicich
kritérii: hloubka injekce byla 3mm od dorzalniho povrchu a 2 mm od stiedu na levou a pravou
stranu. Injekce byly provedeny pomoci sklenéné pipety o Sifce 1um pouzitim Nano-Injektoru
(Stoelting Co., Wood USA) (Obrazek 6). Jedna aplikace trvala 1 minutu. K zabranéni tniku
bunék z mista aplikace byla sklenéna pipeta ponechdna v mist¢ vpichu dal$i minutu.
Kontrolni skupina potkanii obdrZela za stejnych podminek misto bunéné suspenze PBS.
Operace byla provedena v aseptickych podminkéch pomoci OPMI-1 opera¢niho mikroskopu
(Carl Zeiss, Oberkochen, Némecko).
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Obrazek 6: Schéma intraspinélni aplikace NP-iPS

4.5 Analyza genové exprese

Celkové mnozstvi RNA bylo izolovano z lidskych NP-iPS pouzitim RNase Plus Mini
Kit (Kat. ¢. 74134) z QIAGEN GmbH (Hilden, Némecko), podle doporuceni v ndvodu. Na
syntézu cDNA z RNA byl pouzit Transcriptor Universal cDNA Master (Kat. ¢. 05893151001,
Roche). Pro detekci trovné exprese lidskych gent byly pouZity nasledujici TagMan eseje:
NES /Hs00707120/, TUBB3 /Hs00801390/, GFAP /Hs00909233/, TH /Hs00165941/, SYP
/Hs00300531/, ENI /Hs00154977/, NR4A2 /Hs00428691/, FOXA2 /Hs00232764/. Pro qPCR
byla pouzita 96 jamkova desticka, do které bylo odebrano 20ul reakéni smeési obsahujici
500ng extrahované RNA. Uroveii exprese lidskych genii byla normalizovana k referenénimu
genu GAPDH /Hs99999905/. Data genové exprese v diferencovanych bunkéach jsou
normalizovana k nediferencované kontrole NP-iPS. Data z genové exprese lidskych genil
v diferencovanych a nediferencovanych NP-iPS byla detekovana pomoci StepOnePlus™™ real-
time PCR cycler a analyzovana pomoci StepOnePlus™ Softweru (verze 2.3).

Celkové mnozstvi RNA bylo izolovano z lumbalni ¢asti michy pouzitim AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kit (Kat. ¢. 80004) z QIAGEN GmbH (Hilden, Némecko) podle
doporuceni v navodu. Koncentrace RNA byla méfena na  spektrofotometru
(NanoPhotometer™ P-Class, Mnichov, Némecko). Na syntézu ¢cDNA z RNA byl pouzit
Transcriptor Universal cDNA Master (Kat. ¢. 05893151001; Roche) nebo High Pure RNA
Paraffin Kit (Kat.¢. 03270289001; Roche), podle doporuceni v navodu. Pro qPCR byla
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pouzita 96 jamkova desticka, do které bylo odebrano 10ul reakéni smési obsahujici 1pug RNA.
Reakéni smés byla sloZzena z FastStar Universal Probe Master (Roche) a TagMan Gene
Expression Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Amplifikace byla detekovana
pomoci StepOnePlus™ real-time PCR cycler. Pro detekci nekroptickych geni byly pouZity
nasledujici TagMan eseje: RipK1 /Rn01757369/, RipK3 /Rn01481949/, MLKL /Rn01432489/,
casp8 /Rn00574069/ a pro detekci genl asociovanych s apoptdzou: casp-3 /Rn00563902/,
casp-9 /Rn00581212/, Bax /Rn02532082/, Bcl-2 /Rn99999125/. Uroven exprese
nekroptickych a apoptickych gent byla normalizovana k referenénimu genu GAPDH
/Rn01775763/.

Pro detekci PNN komponent byly pouzity nésledujici TagMan eseje: brevican
/Rn00563814/, versican /Rn01493755/, agrecan /Rn00573424/, tenastin-R /Rn00564869/,
neurocan /Rn00581331/, hapln 1 /Rn00569884/ a pro rustové faktory ngf /Rn01533872/, igf-1
/Rn00710306/, brnf /Rn02531967/ a ncam /Rn00580526/ a s apoptdzou spojené geny: casp-3
/Rn00563802/, casp-7 /Rn00573917/, bcl-2 /Rn99999125/ a bax /Rn01480161/. Uroven
exprese genu asociovanych s PNN, geny rlstovych faktori a geny spojené s apoptozou byly
normalizovany ke dvéma referen¢nim gentim GAPDH /Rn01775763/ a f-aktin /Rn00667896/.
Data byla analyzovana pomoci StepOnePlus™ Softwaru (verze 2.3). Kazdy vzorek cDNA byl
vzdy v duplikatu. Ke statistické analyze byl pouzit praimér dat 2"**“T duplikovanych vzorkd

pro kazdé experimentalni zvife.

4.6 Imunocytochemické barveni

NP-iPS byly fixovany 4% paraformaldehydem (PFA) v PBS po dobu 30 minut. Pfed
imunocytochemickym znacenim (ICC) byly bunky promyty 3x PBS a permeabilizovany
pomoci 0,3% roztokem Tween 20 po dobu 20 minut. K zabranéni nespecifickému navazani
protilatky byly buiiky inkubovany ve smési 10% ChemiBLOCKER™ a 0,1% Tween 20 po
dobu 2 hodin (2170; Milipore) pii pokojové teploté. K zviditelnéni primarnich protilatek byly
pouzity ptislusné sekundarni protilatky: Goat anti-rabbit IgG konjugovana s Alexa-Fluor 488
(1:400; A-11029; Thermo Fisher Scientific). Jadra bun¢k byla zviditelnéna fluorescencnim
barvivem 4’,6-diamidino-2-phenylindole,dichloride = (DAPI, 1:1000, D1306, Life
Technologies). Kryci sklicka byla montovdna za pouziti Aqua-Poly Mount (18606-20;
Polysciences Inc., Warrington, USA). NP-iPS byly snimdny pomoci konfokalniho
mikroskopu Zeiss LSM 5 Duo (Carl Zeiss AG, Némecko) a hESC byly pozorovany pod
konfokalnim mikroskopem LSM700. Vysledky byly hodnoceny pomoci ImageJ.
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ICC barveni hESC bylo popsano v ¢lanku Krutd et al. 2013. Ve strucnosti, ptiblizné
1x10° hESC bylo nasazeno na desticky Ibidi (Ibidi, Mnichov, Némecko). Buiiky byly
kultivovany po dobu 48 hodin. hESC byly fixovany 4% PFA v PBS po dobu 20 minut.
K zabranéni nespecifickému navazani protilatky byly bunky inkubovany v 1% BSA
(SigmaAldrich) a 0,1% Triton X-100 v PBS. K zviditelnéni primarnich protilatek byly
pouzity prislusné sekundarni protilatky: Donkey anti-goat nebo Goat anti-rabbit IgG
konjugovana s Alexa-Fluor 488 nebo s Alexa-Fluor 568 (Invitrogen). Buiiky byly pozorovany
bud’ konfokalnim mikroskopem (Olympus FluoView 500) nebo invertovanym fluorescen¢nim
mikroskopem (Olympus IX71). Detailni piehled vSech pouzitych primérnich protilatek

naleznete v tabulce 2.

4.7 Imunohistochemicka analyza

Pro histologické zpracovéani tkan€ je potieba experimentdlni zvifata transkardialné
zperfundovat v hluboké narkdze vyvolané smési ketaminu (Narketan 10%, 50mg/kg) a
xylazinu (Rometar 2%, 6mg/kg). Transkardidlni perfuze byla provedena 0,1 M PBS a
nasledné vychlazenym 4% PFA. Pro histologickou analyzu studujici efekt aplikace hMSC a
NP-iPS na MN byly odebrany lumbélni miSni segmenty (L1-L5) a pro sledovani efektu
aplikace hMSC ve svalu byl odebran quadriceps femoris, zatimco pro histologickou analyzu
studujici efekt aplikace NP-iPS byly odebrany Th7-Th13 hrudni miSni segmenty, v misté
implantace bunégk.

Micha z experimentéalnich potkant a svaly quadriceps femoris byly postfixovany v PFA
pfes noc a poté mrazeny v sachar6zovém gradientu (10-30% v 0,2 M PBS). Pro histologickou
analyzu byly zmraZené lumbalni ¢asti michy (L1-L6) a svaly rozfezdny longitudindlné a
transverzalné po 20um na Leica CM1850 kryostatu (Leica Microsystems GmbH, Viden,
Rakousko). Longitudialni fezy byly pouzity pro studium pfezivani transplantovanych bun¢k
v miSe a svalech, nebo pro detekci ptitomnosti NMJ. Pro detekci TUNEL pozitivnich bun¢k a
pocitani MN ve ventralnich rozich michy byly pouZity transverzalni fezy o Sifce 20um.
Zmrazené fezy byly blokovany v 3% kozim séru, 3% BSA a v Tris pufru s 0,2% Triton-X100
(Sigma-Aldrich), poté inkubovany s pfislusnou primarni protilatkou pfes noc nasledovanou
inkubaci s pfislusnou sekundérni protilatkou.

Celkové mnozstvi bun¢k bylo pocitdno pomoci DAPI barveni a primérny pocet
TUNEL pozitivnich bun€k byl kvantifikovdn pomoci TissueQuest 4.0.4.0154

(TissueGnostics, Viden, Rakousko). Pro kvantifikaci intenzity fluorescence Chat protilatky
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bylo nejprve kvantifikovano pozadi optické denzity z miSnich fezu, které¢ byly inkubovany
pouze se sekundarni protilatkou. Tato denzita byla odectena z Chat signalu a vysledky byly
normalizovany k WT potkantim, pouzitim TissueQuest 4.0.4.0154 (TissueGnostics, Viden,
Rakousko). K vyhodnoceni neuroprotektivniho efektu NP-iPS byla kvantifikovana intenzita
fluorescence NeuN ve ventralnich rozich v lumbalni a thorakalni ¢asti michy. Ve stru¢nosti,
k této kvantifikaci byla pouzita primérni protilditka NeuN a pfisluSnad sekundarni protilatka.
Néhodng byly vybrany oblasti zajmu (ROL 100 pm?) v blizkosti mista implantace bungk ve
ventralnich rozich. Pozadi optické denzity bylo vypocitdno ze vzorkl inkubovanych pouze s
pfislusnou sekundarni protilatkou bez piedchoziho ptidani priméarni protilatky. Detailni popis

pouzitych primarnich protilatek naleznete v tabulce 2.

4.8 Western blot

Zpusob izolace proteinti z hESC a vSechny kroky celé western analyzy jsou podrobné
popsané v Clanku Kruta et al. 2013. V tomto ¢lanku byly pouzity nasledujici sekundarni
protilatky Goat anti-rabbit IgG-horsedish peroxidaza (1:2500, 7074; Cell Signaling
technology) a Goat anti-mouse IgG-horsedish peroxidaza (1:5000, PNIMO0817; Backman
Coulter, USA).

Pro vyhodnoceni efektu transplantovanych bunék byly proteiny izolovany z michy
pouzitim AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu (kat.c. 80 004) od QITAGEN GmbH (Hilde,
Némecko) podle doporuceni v navodu a proteiny ze svalu byly izolovany pouzitim RIPA lysis
pufru (20mM Tris (pH 7.8), 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, ImM MgCl2, 1% Triton X-100,
10% (w/v) glycerol, ] mM EDTA, 1 mM dithiothreitol), ktery obsahoval protedzy (Thermo
Scientific) a koktejl fosfatdzovych inhibitort (Milipore). Koncentrace proteini byla
vyhodnocena pouZitim BCA eseje (Pierce). Vzorky s 30ug proteinti z kazdé michy byly
separovany pouzitim 4-15% gradientu Mini-PROTEAN TGX Gely (Bio-Rad, kat.¢. 456-
1083) nebo 4-12% Nu-PAGE Bis-Tris gel. Proteiny ze svall byly separovany pomoci 4-15%
Mini-PROTEAN TGX Stain-Free™ Protein geléi (Bio-Rad, kat.&. 456-8085). Po separaci
byly proteiny pfeneseny na PVDF membranu (Life Technologies) ve 4°C. Membrany byly
blokovany 5% suchym mlékem (9999S, Cell Signaling Technology) a poté barveny primarni
a prislusnou sekundérni protilatkou, zfedénou v blokovacim roztoku. Pouzité primarni
protilatky jsou uvedeny v tabulce 2. Proteinli z michy a svalu byly zviditelnény pouzitim
Clarify™ Western ECL Substrate (170-5061, Bio-Rad). Chemiluminiscence na membrang

byla detekovana a zviditelnéna pomoci Azur Biosystems c600. Relativni signal intenzity
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jednotlivych prouzkl byl kvantifikovdn pomoci programu Image] a normalizovan k mysi

monoklondlni protilatce aktinu. Exprese proteinti ze svall byla normalizovéana k nebarvenym

proteinovym geliim pouZitim Image Lab™ Software 6.0.1.

Tabulka 2: Seznam pouZitych primarnich a sekundarnich protilatek

Primarni protilatky

imunizované

Protein zajmu katalogové cislo wvite Redéni Vyrobce
53BP1 sc-22760 kralik 1:250 Santa Cruz B.
Aggrecan AB1031 kralik 1:1000 Millipore
Bak 3814 kralik 1:1000 CST
Bcl-2 2870 kralik 1:1000 CST
Beclin ab207612 kralik 1.2000 Abcam
Brevican ab111719 mys 1:100 Abcam
caspase 3 9665 kralik 1:1000 CST
caspase 8 ab4052 kralik 1:1000 Abcam
caspase 9 9508 mys 1:1000 CST
Connexin 43 ab11370 kralik 1:8000 Abcam
Doublecortin sc-8066 koza 1:500 Santa Cruz B.
GFAP ab53554 koza 1:10 000 Abcam
GFAP C-9205 mys 1:800 Sigma
Hu-Nu MAB1281 mys 1:40 Millipore

1:1000
Chat AB144P koza WB/1:100 IHC | Millipore
LC3B ab192890 kralik 1.2000 Abcam
Lig3 SAB2700263 kralik 1:150 Sigma
Ligd AV34122/HPA057325 kralik 1:150 Sigma
MLKL antibody sc-165025 koza 1:1000 Santa Cruz B.
MTC02 ab3298 mys 1:200 Abcam
NAR ab10096 kralik 1:1000 Abcam
Nestin MAB5326 mys 1:100 Millipore
NeuN MAB377 mys 1:100 Millipore
Neurocan 1F6 mys 1:100 DSHB
NF160 N-5264 my3 1:200 Sigma
1:1000
p62 ab56416 mys WB/1:100 IHC | Abcam
1:500
Rad51 sc-8349 kralik WB/1:200 IHC | CST
RIP antibody 3493 kralik 1:1000 CST
1:1000
synaptophysin ab32127 kralik WB/1:100 IHC | Abcam
Tenascin-R koza 1:1000 R&D Systém
Tyrozin hydroxylaza
3 (TH3) ab137869 kralik 1:1000 Millipore
Versican 12C5 mys 1:100 DSHB
o-bungarotoxin B13423 1:500 Life technologies
a-tubulin 11-250-C100 mys 1:1000 (WB) | Exbio
B-actin A2228 mys 1:10 000 Sigma
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B-Ill-tubulin T3952 mys 1:200 Millipore
YH2AX 613402 mys 1:1000 BioLegend
Sekundarni protilatky
Katologové cislo Redéni Vyrobce

Jackson

anti -mouse (mys) 134560 1:15 000 ImmunoResearch
Jackson

anti -rabbit (kralik) 134658 1:20 000 ImmunoResearch

anti-goat (koza) 31402 1:20 000 Thermo Scientific

4.9 Analyza frekvence mutaci (HPRT assay)

K vyhodnoceni frekvence mutaci byla pouzitd HPRT mutacni analyza (HPRT assay).
Tato analyza vyuzivd mutaci v HPRT genu (hypoxanthin-guanin phosphoribosyltrasnfaza),
ktery je v jedné funkéni kopii lokalizovany na X chromozomu. Tento gen je zodpovédny za
recyklaci hypoxantinu a guaninu, aby mohly byt znovu vyuzity pro syntézu nukleovych
kyselin. Prvnich osm dni byly hESC kultivovany v médiu obsahujici 2,5 pg/ml 6-thioguaninu
(6-TG, Sigma Aldrich) poté byla koncentrace zvysena na 8 pg/ml 6-TG. 6-TG je toxicky
analog guaninu, ktery je pro bunky s funkénim HPRT genem letalni. Pokud nesou bunky

mutaci v HPRT genu, toxicky 6-TG nezpracuji a preziji. Frekvence mutaci se stanovuje

srovnanim poc¢tu mutantnich kolonii s po¢tem kolonii, které se vytvareji ptirozené.

4.10 Pulzni gelova elektroforéza pro detekci DSB

Pulzni gelova elektroforéza (pulze field gel electrophoresis; PFGE) je elektroforeticka
metoda umoziujici separaci molekul DNA o velikosti 15kbp az 10 Mbp. PFGE vyuziva
periodickych zmén sméru elektrického pole. Rychlost reorientace molekuly DNA pii zméné
elektrického pole zavisi na velikosti DNA molekuly. Ve studii zabyvajici se genomovou
stabilitou hESC byla PFGE pouZzita pro nepfimou kvantifikact DSB a analyzu dynamiky
oprav. PFGE byla nastavena pro akumulaci fragmenti DNA o velikosti 0,5-3 Mbp v uzkém
pruhu, kdy akumulace fragmenti odpovidala mnozstvi DSB. PFGE byla provedena, jak jiz
bylo dfive popsano (Hanada et al., 2007; Toller et al., 2011), s ndsledujicimi modifikacemi.
Buiiky byly po dosaZeni 80% konfluence zpasazovany pomoci TrypLE™. Bun&tna suspenze
byla kratce inkubovana se stejnym objemem 2% LMP agar6zy (nizko teplotné tajici agaroza,
Low Melting Temperature; Promega). Poté bylo 90ul vzorku s LMP agar6zou odebrano do
tvofitka na blocky (Bio-Rad) a ponechdno ztuhnout 10-15 minut v 4°C. Ztuhlé blocky byly
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vlozeny do lyza¢niho pufru (100nM EDTA pHS8; 0,2 % sodium deoxycholat; 1% sodium
laurylsarkosine; 2mg/ml proteinazy K) a inkubovany v 37°C po dobu 36-72 hodin. Blocky
byly 3x promyty v 10 ml promyvaciho pufru (20mM Tris-HCI; 50 mM EDTA, pHS).
Agardzové blocky byly vloZeny na hiebinek a zality 0, 9% agarézou pro PFGE. Elektroforéza
probihala 21h na 14°C v pfistroji CHEF Mapper® XA (Bio-Rad). Gel byl inkubovéan
v etidium bromidu (EtBr) a prouzky byly zviditelnény pomoci systému MiniBis Pro (DNR
Bio-Imaging Systems). Intenzita prouzku obsahujici nedotéenou a poskozenou DNA byla

analyzovana v programu ImagelJ.

4.11Hmotnostni spektroskopie s induk¢né vazanym plazmatem (ICP-
MS)

Pied samotnym métenim vzorkd pomoci analytické metody ICP-MS bylo nutné provést
mineralizani rozklad jednotlivych vzorkii. Tento rozklad v mikrovinném mineralizatoru
(Uniclever BMI-Z, Plazmatronika, Polsko) probihal v teflonovych nadobéch za pouziti smési
1 ml kyseliny fosforecné a 3 ml kyseliny dusi¢né. Vznikly mineralizat byl kvantitativné
pfeveden do 50 ml odmérnych ban¢k a pfed analyzou 10x zfedén. V rozloZenych vzorcich
byly méfeny izotopy *’Co, >"Fe a °°Zn pro stanoveni mnozstvi kobaltu, Zeleza a zinku.
Kalibra¢ni roztoky uvedenych prvka a vnitfniho standardu (Rh; rhodium) byly pfipraveny
postupnym fedénim roztokli o koncentraci 1,000+0,002 g.l'1 (Merck, Darmstadt, Némecko)
v 2% HNOj; (Suprapur; Merck). Roztoky byly fedény vyhradné Milli-Q vodou (Millipore,
USA). Méfeni vzorkil bylo provedeno na spektrometru Perkin Elmer Sciex Elan DRC-e
(Concord, Kanada), ktery je vybaven jak cyklonickou mlznou komorou a reakcni/kolizni

celou k potlaceni spektralnich interferenci tak peristaltickym cerpadlem Gilson 212.

4.12 Elektronovy mikroskop

Lokalizace nanocastic byla v nediferencovanych a diferencovanych NP-iPS sledovana
pomoci transmisniho elektronového mikroskopu (TEM). Nediferencované bunky byly
inkubovany s nanocasticemi v koncentraci 15 pg Fe/ml po dobu 72 hodin. NP-iPS byly
fixovany 2,5% glutaraldehydem (fedény v 0,1M Sorensovée pufru) v 4°C po dobu 72 hodin a
obarveny 1% osmium tetraoxidem, fedéném pomoci 0,1 M Sorensova pufru. Odvodnéni
bunék probihalo v sérii vodnych roztoki etanolu (zvySujici se koncentrace etanolu). Poté byly

vzorky prosyceny ve smési propylenoxidu a ED (Epon 812) za pouZiti Zelatinovych kapsli.
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Polymerizace probihala v termostatu pfi teploté 60°C po dobu 72 hodin. Kryci sklicko bylo
odstranéno tekutym dusikem. Ultratenké fezy 60 nm pro TEM byly pozorovany mikroskopem
Philips Morgagni 268D (FEI Inc., Hillsboro, USA).

4.13 Zobrazeni pomoci MR

Efekt nanoCéstic na kontrast obrazu lze odhadnout z relaxivity znacenych bunék.
Hodnotili jsme ozna¢ené NP-iPS a suspenzi nanocastic samotnych bez bunck v 4%
zelatinovém fantomu. T, relaxaéni ¢as byl méfen Bruker Minispec MQ20 relaxometrem
(Burker, Némecko; 30MHz, 21°C) pomoci CPMG sekvence s témito parametry: 5s zpozdéni
recyklace, mezipulzni zpozdéni Ims, 8 skent a 3000 bodi pro montdz. Relaxivita r, byla
vypocitana jako intenzivni relaxaéni ¢as T, po odecteni podilu gelu a neznacenych bunék a ve
vztahu ke koncentraci bunék meéteného vzorku. Snimky T, vazeného obrazu ze 4%
zelatinového fantomu s homogenné distribuovanymi butikami byl ziskdn 4,7 T Bruker
Biospec skenerem s pouzitim komeréni rezonatorové civky (Bruker, Biospin, Némecko).
Standardni dvojdimenzni akvizice s vylepSenim relaxace multispin echo sekvence byla
pouzita s nasledujicimi parametry: doba opakovani: 3000 ms, echo time= 14ms, prostorova

resoluce =137x137 um2, tloustka fezu=0,5 mm, pocet sejmuti=1 a ¢as snimani=9min 36s.

4.14 Statisticka analyza

Studentsky neparovy test a/nebo jednocestnda ANOVA Newman-Keuls post hoc test pro
vice skupinové srovnani byly pouzity ke stanoveni signifikantnich rozdili mezi
experimentalnimi skupinami. VSechna data jsou prezentovana jako primér + standardni
odchylka (SEM). Statisticky signifikantni rozdily jsou oznaceny jako *p<0,05; **p<0,01;
*kk n<(,001.
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5 Vysledky

Tato vysledkova ¢ast prace vychazi z nasledujicich publikaci:

Rehotova M., Vargova 1., Forostyak S., Vackova I., Turnovcova K., Kupcova Skalnikova H.,
Vodi¢kova P., Kubinova S., Sykova E., Jendelova P: A Combination of Intrathecal and
Intramuscular Application of Human Mesenchymal Stem Cells Partly Reduces the Activation
of Necroptosis in the Spinal Cord of SODI®*** Rats. Stem Cells Translation Med. 2019
Jun;8(6):535-547.

Forostyak S., Forostyak O., Kwok C. F. J., Romanyuk N., Rehofova M., Dayanithi G., Raha-
Chowdhury R., Jendelova P., Fawcett W. J. Sykova E: Neural precursors derived from
induced pluripotent cells preserve perineuronal nets and stimulate neural plasticity in ALS

rats (manuskript v recenznim fizeni Stem Cells)

5.1 Behavioralni analyza progrese onemocnéni ALS u potkanti po
aplikaci bunék

Pribéh progrese onemocnéni ALS u potkani byl hodnocen sledovanim motorické
aktivity pouzitim riiznych behavioralnich testli jako je BBB, rotarod a test svalové sily (GrSt)

(Obrazek 7 a 9). Sledovani probihalo kazdy tyden vzdy ve stejnou denni dobu.

5.1.1 Aplikace hMSC

Prvni aplikaci hMSC obdrZeli SOD1 potkani ve véku osmnacti tydnd lumbalni punkci
bud’to pouze do michy (M), nebo injekénim podanim pouze do svalu quadriceps femoris (S)
nebo kombinaci téchto dvou zplsobil aplikace (M+S). Druha a tteti aplikace hMSC byla
podéana o 14 a 28 dni pozdé&ji.

Zjistili jsme, Ze samotné opakované intratekalni podani hMSC a nebo v kombinaci
spoddnim do svalu vyznamné zlepSilo motorické a lokomo¢ni schopnosti potkani.
Zaznamenali jsme vyznamné zlepSeni v BBB skore u potkanli s kombinovanym podanim
hMSC (M+S) a dokonce i1 u skupiny potkanti s aplikaci bun¢k pouze do M v porovnani
s kontrolni skupinou SOD1 potkanii (PBS) (Obrazek 7 A). ZlepSeni se projevilo béhem 23-29
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tydne. Je zajimavé, ze rychlost progrese onemocnéni byla zpomalena i u opakovaného podéani
hMSC pouze do S a to ve 23-25 tydnu a 27-28 tydnu.

K hodnoceni motorické koordinace a rovnovahy, diky které je potkan schopen se
udrzet na rotujicim valci, byl pouzit rotarod. V tomto testu bylo ve vSech 1écenych skupinach
(M, S, M+S) prokézano signifikantni zlepSeni béhem 23-29 tydne v porovndni s kontrolni
SOD1 skupinou potkanti (Obrazek 7 B). Motoricka aktivita potkanti po kombinované aplikaci
hMSC do M+S a dokonce 1 po aplikaci hMSC pouze do M byla podobna WT skupiné¢ do
25. tydne, zatimco aplikace pouze do S zpisobila, ze se motorickd koordinace hodnocena
pomoci rotarodu zacala zhorSovat az 27. tyden. Naproti tomu u kontrolni SOD1 skupiny
dochazelo k zhorSeni motorické koordinace a tedy padu z rotujiciho vélce uz ve 23. tydnu. U
zadné 1écené skupiny nebyl prokazan signifikantni rozdil ve zméné télesné hmotnosti a testu

svalové sily (GrSt) (Obrazek 7 C).
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Obrazek 7: Kombinace intratekalni a intramuskularni aplikace hMSC zpomaluje progresi onemocnéni SOD1
potkanti. Motoricka aktivita byla hodnocena pomoci (A) BBB, (B) rotarod a (C) GrSt. SOD1 potkani, ktefi byli
1éCeni pomoci opakované aplikace hMSC do michy v kombinaci s aplikaci do svalu (M+S), ale také pouze
opakovanou aplikaci hMSC do michy (M) a nebo pouze do svalu- quadriceps femoris (S), prokazali
signifikantni zlepSeni v BBB a rotarodu v porovnani se SOD1skupinou. (C) GrSt neodhalil zadnou signifikantni
zmeénu mezi testovanymi skupinami. Data jsou prezentovana jako primér +=SEM. Statistické signifikance:
*p< 0,05; **p <0,01; ***p <0,001 (v porovnani s PBS kontrolni skupinou).
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Doba pieziti SOD1 potkant byla prodlouZena jak opakovanym intratekalnim podanim
hMSC (M; 216 dni £ 8 dni), tak opakovanym intramuskularnim podanim (S; 206 dni + 6 dni)
v porovnani s kontrolni skupinou (PBS; 202 dnti + 11 dni) (Obrazek 8 A, B). Po opakované
aplikaci hMSC do M+S SODI potkani dosahli nejen nejlepSich vysledkt v lokomocnich a
motorickych testech, tak v porovnani s dal§imi skupinami ptezivali nejdéle (M+S; pramér 217

dni £ 4 dny).
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Obrazek 8: Kombinace intratekalni a intramuskularni aplikace hMSC prodluzuje dobu prezivani SODI1
potkantl. (A) Doba pteziti byla signifikantné prodlouzena ve vSech 1é¢enych skupinach (M, S, M+S) v porovnani
s nelé¢enou kontrolou (PBS). (B) Kaplan Meierova analyza pfteziti. Statistické signifikance: *p< 0,05; **p
<0,01; ***p <0,001.

5.1.2 Aplikace NP-iPS

NP-iPS byly aplikovany SODI1 tfimési¢nim potkanim, neprojevujicim zadné znamky
onemocnéni (asymptomaticka skupina; asympt) a péti-Sestimésicnim potkaniim s prvotnimi
pfiznaky onemocnéni ALS (symptomaticka skupina; sympt).

Zjistili jsme, Ze intraspinalni aplikace NP-iPS vyznamné zlepSila motorické a
lokomoc¢ni schopnosti potkani v porovnani s kontrolni skupinou (PBS) (Obrazek 9).
Zaznamenali jsme vyznamné zlepSeni v BBB skore u potkani, kteti obdrzeli aplikaci bun¢k
s ndstupem prvotnich pfiznakli onemocnéni ve 24.-28. tydnu (Obrazek 9 A). Zatimco u
skupiny potkanti, ktefi obdrZeli NP-iPS pfed nastupem onemocnéni bylo pozorovano zlepSeni
v BBB skore uz od 23.-28. tydne v porovnani s PBS skupinou.

Rotarod test a GrSt ukéazaly zlepSeni u symptomatické skupiny potkanti ve 25.-27.
tydnu, zatimco u asymptomatické skupiny potkanti bylo zaznamenéano zlepSeni uz od 24.-29.

tydne v porovnani s SOD1 skupinou (PBS) (Obrazek 9 B, C).
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Obrazek 9: Intraspinalni aplikace NP-iPS zpomaluje progresi onemocnéni ALS. Motoricka aktivita byla
hodnocena pomoci (A) BBB testu, (B) rotarodu a (C) testu svalové sily (GrSt). Aplikace NP-iPS zlepsila
motorické schopnosti SOD1 potkanti. Data jsou prezentovana jako prumér =SEM. Statisticka signifikance:

*p< 0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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Ve vSech lécenych skupinach aplikace NP-iPS prodlouzila dobu pieziti v porovnani
s potkany lé¢enymi pouze PBS (Obrazek 10). Doba pteziti SOD1 potkant byla prodlouzena o
35 dni u asymptomatické skupiny potkani a o 19 dni u symptomatické skupiny v porovnani
s kontrolni SOD1 skupinou (PBS). Tyto vysledky naznacuji, ze miSni podani NP-iPS

zpomaluje progresi onemocnéni a prodlouzi dobu pteziti SOD1 potkantim.
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Obrazek 10: Kaplan-Meierova analyza preziti.

5.2 Neuroprotektivni efekt bunék

Vzhledem ktomu, Ze ALS je neurodegenerativni onemocnéni charakteristické
progresivni ztratou MN, sledovali jsme efekt aplikovanych bunék na po¢et MN ve ventralnich

rozich michy SOD1 transgennich potkand.

5.2.1 Mesenchymalni kmenové bunky

Pteziti MN jsme hodnotili kvantifikaci hladiny cholin acetyl transferazy (Chat), ktera
se povazuje za specificky marker MN. Hodnoceni bylo provedeno pomoci western blotu
(WB) a barvenim transverzalnich lumbalnich fezi michy touto protilatkou (Obrazek 11 A, B,
D). Hladina Chat a stejné tak po¢et MN odrazi vyrazné ztraty MN ve ventralnich rozich v
lumbélni ¢asti michy u SOD1 potkanti ve srovnani s WT skupinou. Nicméné¢, ztrata MN byla
vyznamné sniZzena po kombinované aplikaci hMSC (M+S). Samotné aplikace hMSC (pouze
do M nebo pouze do S) nebyly dostacujici pro zdchranu MN v lumbalni ¢4sti ventralnich rohii
michy. Pro detekci fragmentované DNA ve ventralnich rozich michy jsme pouzili metodu
TUNEL (terminal deoxynukleotidy transferase dUTP nick end Ilabeling) vyuzivajici

fluorescenéné znaCené nukleotidy dUTP, které jsou pomoci enzymu terminalni
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deoxynukleotidyltrasferasy inkorporovany na 3' konce DNA =zloma (Obrazek 11 C).
V souladu s vysledky barveni pomoci Chat protilatky a WB, WT skupina potkanii méla
signifikantn¢ snizeny pocet TUNEL-pozitivnich bun¢k ve ventralnich rozich v porovnani
se SOD1 skupinou. Snizeni po¢tu TUNEL-pozitivnich bunék bylo pozorovano nejen po
kombinované aplikaci hMSC do M+S, ale i po samotné aplikaci hMSC do M. Zatimco po
aplikaci hMSC pouze do S nebyly pozorovany rozdily v poctu TUNEL pozitivnich bun¢k
v porovnani se SOD1 skupinou (PBS).
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Obrazek 11: (A) Kvantitativni western blotova analyza detekovala signifikantni snizeni exprese Chat proteind
v miSe SOD1 potkant, ktera byla signifikantné zvySena po aplikaci hMSC do M+S. (B) Imunohistochemicka
analyza poc¢tu Chat pozitivnich MN ve ventralnich rozich michy. Aplikace hMSC do M+S signifikantn¢ zvysila
pocet Chat pozitivnich MN. (C) Aplikace hMSC do M+S, ale i aplikace hMSC pouze do M snizila mnozstvi
TUNEL pozitivnich bunék ve ventralnich rozich michy SOD1 potkand. (D) Reprezentativni snimky ukazuji
zvySené mnozstvi neuront pozitivnich na Chat signal (zelend) ve ventralnich rozich michy SOD1 potkanti po
aplikaci hMSC do M+S. Bunécna jadra byla zviditelnéna pomoci DAPI (modra). Data jsou prezentovana jako
praim&r +SEM. Statistické signifikance: *p< 0,05; **p <0,01; ***p <0,001 (v porovnani s PBS kontrolni
skupinou).

5.2.2 NP-iPS

Neuroprotektivni efekt aplikace NP-iPS byl hodnocen pomoci IHC analyzy neuralniho

markeru NeuN ve ventralnich rozich michy SOD1 potkanii. Srovnani fluorescen¢ni intenzity
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NeuN ukézalo vyznamné snizeni signalu v kontrolni SOD1 skupin¢ (PBS) v porovnani s WT
skupinou (Obrazek 12 A). Intraspindlni aplikace NP-iPS signifikantn¢ zvysila fluorescencni
signal NeuN, dokonce na srovnatelnou troven s WT skupinou. V souladu s témito vysledky
bylo pozorovano signifikantni snizeni TUNEL-pozitivnich bunék po aplikaci NP-iPS ve
ventralnich rozich michy (Obrazek 12 B, C). Tyto vysledky naznacuji, ze aplikace NP-iPS

podporuje preziti MN ve ventralnich rozich michy.
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Obrazek 12: Neuroprotektivni efekt aplikace NP-iPS v mise SOD1 potkanid. (A) Signifikantné vyssi signal
NeuN byl pozorovan ve ventralnich rozich michy SODI1 potkani po aplikaci NP-iPS. (B) Reprezentativni
snimky TUNEL (Cervend) a Chat (zelend) pozitivnich bun¢k ve ventralnich rozich michy. Bunééna jadra byla
zviditelnéna pomoci DAPI (modrd). Métitko: 20um. (C) Signifikantni snizeni TUNEL pozitivnich bun¢k bylo
pozorovano po aplikaci NP-iPS. Statistické signifikance *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

58



5.2.3 Osud transplantovanych bunék

Prezivani implantovanych bun¢k bylo ovéfeno pomoci barveni longitudinalnich fezl
michy na specificky jaderny marker (HuNu) nebo pomoci lidského mitochondridlniho
markeru (MTCO2). Piezivani intratekdlné a intramuskuldrné¢ implantovanych hMSC bylo
sledovano v prvnim, druhém a c¢tvrtém tydnu po aplikaci (Obrazek 13 A, B). hMSC byly
aplikovany jak do SODI potkand, tak kontrolnich zdravych potkanti (WT). hMSC byly
nalezeny po 7 a 14 dnech, nicméné po 4 tydnech od posledni aplikace uz jsme zadné buiky
v SOD1 potkanech nenalezli (Obrazek 13 A). Na druhou stranu u WT potkani hMSC po 4
tydnech piezivaly. Transplantované hMSC byly prevazné detekovany v zdhybech arachnoidé
v cauda equina. Zatimco intramuskularné aplikované hMSC ve svalech ptezivaly pouze 7 dni
jak u SOD1 skupiny, tak i u WT skupiny (Obrazek 13 B). Buiky byly nalezeny mezi
svalovymi vldkny v quadriceps femoris.

Ptezivani NP-iPS bylo hodnoceno pouze v terminalni fazi SODI1 potkanii, coz
znamena po 2 meésicich po implantaci NP-iPS u symptomatické skupiny a po 4 mésicich po
implantaci NP-iPS u asymptomatické skupiny (Obrazek 14). Intraspinalné aplikované NP-iPS
byly detekovany jako MTCO2 pozitivni buiiky u symptomatické skupiny, coZ znamena, ze
dokézaly v SOD1 miSe ptezit déle neZ 2 mésice, nicméné u asymptomatické skupiny uz zadné
buiky po 4 mésicich od aplikace detekovany nebyly (Obrazek 14 A, B, C). Implantované NP-
iPS byly nalezeny nejen v mistech aplikace, ale ¢astecné migrovaly v miSe SOD1. VétSina
transplantovanych bunék byla pozitivni na astrocytarni GFAP marker (Obrazek 14 A),
pfi¢emz né&které z nich byly pozitivni na neuralni marker B-IIl-tubulin a NF200 (Obrazek 14
B). Na druhou stranu, 7zadna z transplantovanych bunc¢k nebyla pozitivni na Chat, coz
naznacuje, Ze implantované NP-iPS v SOD1 prostiedi nediferencuji do MN (Obrazek 14 C).
Nase vysledky naznacuji, Ze NP-iPS diferencuji pfevazné do glidlnich typt bun€k a v mensi

mife do neuralnich typl bunék, nicméné ne ptimo do MN.
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Obrazek 13: Piezivani hMSC v miSe a quadriceps femoris. Protilatka HuNu (zelend) byla pouzita pro detekci
prezivajicich bun¢k v (A) mise a (B) quadriceps femoris. Jadra bunék byla zviditelnéna pomoci DAPI (modrd).
(A) HuNu pozitivni builky byly nalezeny po | tydnu, 2 a 4 tydnech od posledni aplikace v miSe zdravych
kontrol (WT), zatimco v miSe SOD1 potkant piezivaly builkky pouze 2 tydny. (B) Transplantované hMSC
prezivaly v quadriceps femoris pouze 1 tyden jak ve WT tak SOD1 potkanech.
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Obrazek 14: Prezivani a diferenciace NP-iPS v miSe SODI1 potkant. Intraspinalné aplikované NP-iPS
(MTCO2, zelena) byly pozitivni na (A) astrocytovy marker GFAP (Cervena) a nékteré z transplantovanych
bunék na (B) NF200 (Cervend), nicméné nebyly detekovany (C) Chat pozitini buiiky (Cervena). Bunécna jadra
byla vizualizovana pomoci DAPI nebo Drag5 barveni. Méfitko: 20pum.
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5.3 Analyza expresniho profilu vybranych gent

Sledovali jsme vliv implantovanych hMSC na expresni profil apoptickych,
nekroptickych a autofagnich genti a vliv transplantovanych NP-iPS na expresni profil
perineuralnich, apoptickych a neurotrofickych genti. VSechny analyzy byly hodnoceny

v lumbalni ¢asti michy v termindlni fazi onemocnéni.

5.3.1 Mesenchymalni kmenové bunky

Zejména po kombinované aplikaci hMSC (M+S) byl pozorovan silny trend snizeni
exprese v nekroptickych genech konkrétné v RipK1, MLKL a casp-8 (Obrazek 15 A, C, D).
Dokonce jejich hladina exprese byla podobnd expresi namétené ve WT skupiné potkant.
Zatimco aplikace hMSC pouze do M a aplikace bun¢k pouze do S nevyvolala zadné
vyznamné zmény v genové expresi RipK1, MLKL a casp-8. Na druhou stranu, exprese RipK3
zlstala nezménéna ve vSech lé€enych skupinach (Obrazek 15 B). Dokonce i ve WT skupiné
potkant nebylo detekovano vyznamné snizeni exprese v tomto genu. Soucasné jsme sledovali
zmény hladiny exprese gend zapojenych do apoptézy. Pozorovali jsme trend snizeni hladiny
RNA casp-3, casp-9 a Bak v miSe po kombinované aplikaci hMSC (M+S) (Obrazek E, F, G).
Naopak exprese Bcl-2 genu byla zvySena ve vSech lécenych skupinach, zejména v M+S, ve
srovnani s PBS skupinou (Obrazek 15 H).

Navic jsme analyzovali expresi NF-kB a TNF-o, protoze tyto geny jsou jedny
po aplikaci hMSC do M+S a dokonce toto snizeni bylo podobné expresi ve WT skuping
(Obrazek 15 1, J).
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Obrazek 15: Analyza RNA exprese gentl zapojenych v nekroptdéze a apoptdze. Relativni exprese gend
zapojenych do (A-D) nekroptozy (RipK1, RipK3, MLKL, casp-8) a gent zapojenych do (E-H) apoptozy (casp-3,
casp-9, Bak a Bcl-2) a geni zapojenych do (I, J) zanétlivych procest (NFkB, TNFa) byla sledovana po aplikaci
hMSC do M+S nebo jen M nebo jen S. Pozorovali jsme trend ve snizeni RNA exprese RipKIl, MLKL, casp$,
casp3, casp9 a Baku WT skupiny a M+S. Regulace anti-apoptického genu Bcl-2 byla zvySena po aplikaci M+S.
Hladina RNA NF-kB a TNFa byla snizena u WT a M+S, nicméné u TNFa bylo snizeni nesignifikantni. Data
jsou prezentovana jako pramér +SEM. Statisticka signifikance: *p<0,05; **p<0,01 (srovnani ke kontrolni PBS
skuping).
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5.3.2 NP-iPS

Vzhledem k naSim pfedchozim vysledkim, kde jsme pozorovali, ze v terminalni fazi
onemocnéni ALS dochazi k dezorganizaci struktury PNN (Forostyak et al., 2014), jsme
sledovali expresni profil chondroitin sulfatovych proteoglykant (CSPG) po aplikaci NP-iPS.
RNA exprese versikanu a tenascinu-R byla signifikantné snizena po aplikaci NP-iPS a byla
srovnatelna s WT skupinou (Obrazek 16 A, C). Naopak, exprese HAS-1 byla signifikantné
zvysena po aplikaci NP-iPS (Obrazek 16 B). Zatimco exprese Hapln-1 nebyla zménéna
v porovnani s kontrolni SOD1 skupinou (Obrazek 16 D) a stejné tak exprese neurokanu,
brevikanu a agrekanu se po aplikaci NP-iPS nezménila (Obrazek 16 E, F, G). Dale jsme
pozorovali signifikantni zvySeni exprese NCAM po aplikace NP-iPS v porovnani jak s PBS
skupinou tak WT skupinou (Obrazek 16 H).

Soucasn¢ jsme sledovali zmény hladiny exprese gend neurotrofickych faktord.
Pozorovali jsme signifikantni zvySeni hladiny RNA ve vSech tiech studovanych genech IGF-
1, BDNF a NGF po aplikaci NP-iPS v porovnani s kontrolni SOD1 skupinou (Obrazek 16 1, J,
K). Exprese NGF byla zvysena po aplikaci bun¢k i v porovnani s WT skupinou.

Dale jsme analyzovali expresi apoptickych genit Bax, Bcl-2 a casp-3 (Obrazek 16 L,
M, N). Exprese Bax byla signifikantné zvysena po aplikaci NP-iPS (Obrazek 16 L), zatimco
exprese Bcl-2 nebyla zménéna v porovnani s kontrolni PBS skupinou (Obrazek 16 M).
Rovnéz jsme pozorovali, ze aplikace NP-iPS signifikantné redukuje expresi casp-3 i

v porovnani s WT skupinou (Obrazek 16 N).

64



A Verzikan B HAS-1 C Tenascin-R D Hapln1
= = = =
A = 6 1 g8
i 5 * 25 * w5 *k w5 *%
=]
>§ 4 et )% 4 . )§ 4 . >§ A *
23 23 33 33
22 2 2 22 2 2
a o hrg beg
5, 5 il I'T I
0 =0 = i =0
E Neurokan F Brevikan G Agrekan
= = £
“h = 8 i B
25 x5 = 5
E, 4 E, 4 E 4
23 23 53
N N N
Z2 Z2 Z 2
) =0 =0
H NCAM I IGF-1 J BDNF K NGF
7 3 s ~5 i
£ * £, ®k KK ; 4 kR ok
= 3 *
25 REEE ok %1 - 3
g4 2o L)
H3 2 B 1
3 B &,
= 2 :-2 3 0
3 3
0 4 2
L BAX M BCL-2 N Casp-3
7 7 5
~ ~_ ~— e 13
= = =
e ¢ * z 6 =4 .
-‘; 5 -: 5 sekok ': 3 — ]
24 S4 Kk 52 = \
23 23 R
N N ~N
2 =2 )
@1 E3| ' . ; E”-l
0 =0 2
PBSNP-iPS WT PBSNP-iPS WT PBSNP-iPSWT PBS NP-iPSWT

Obriazek 16: Analyza RNA exprese genti PNN. Sledovali jsme expresi genu chondroitin sulfatovych
proteoglykanti (A) verzikan, (B) HAS-1, (C) tenascin-R, (D) hapin-1, (E) neurokan, (F) brevikan,(G) agrekan,
(H) NCAM a neurotrofnich gentd (I) /GF-1, (J) BDNF a (K) NGF a apoptickych gentd (L) BAX, (M) Bcl-2 a (N)
casp-3. Data jsou prezentovana jako prumér +SEM. Statisticka signifikance: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.4 Analyza exprese vybranych proteinii

Za ucelem  dalstho  zkoumani  ucinku  transplantovanych hMSC na
signalizaci programované bunéfné smrti jsme hodnotili hladinu relevantnich proteint
souvisejicich s apoptdzou, nekroptdzou a autofagii, zatimco v piipade transplantovanych NP-

1PS jsme zkoumali G¢inek na PNN kompomenty.

5.4.1 Mesenchymailni kmenové bunky

Vliv transplantovanych hMSC na nekroptozu jsme hodnotili studiem relevantnich
proteind souvisejicich s nekroptozou jako jsou RIP, MLKL a rozstépenou kaspazu 8 (cl-casp
8) pomoci WB. Pozorovali jsme signifikatni rozdily mezi kontrolni SOD1 a zdravou WT
skupinou v proteinu RIP1, MLKL a cl-casp 8 (Obrazek 17 A, B, C). Mnozstvi RIP1 a cl-casp
8 bylo signifikantné sniZzené po aplikaci hMSC do M+S v porovnani s PBS skupinou
(Obrazek 17 A, C), avSak u proteinu MLKL jsme sice pozorovali snizeni po aplikaci hMSC
do M+S, nicmén¢ nebylo signifikantni (Obrazek 17 B). Signifikatni snizeni cl-casp 8 bylo
pozorované i po opakovanych intratekdlnich aplikacich hMSC (M), zatimco opakované

intramuskuldrni injekce hMSC (S) neméli vliv na RNA expresi cl-casp 8.
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Obrazek 17: Kvantitativni analyza exprese proteinti zapojenych do nekroptické drahy. Western blot analyza
ukazala signifikantni snizeni exprese (A) Ripl a (C) cl-casp 8 v miSe SODI1 potkanti po 1é¢bé hMSC do M+S,
zatimco exprese (B) MLKL byla sniZzena nesignifikantné. Aplikace hMSC pouze do michy (M) snizila expresi
proteinu cl-casp 8. Po aplikaci hMSC do svalu (S) jsme nepozorovali zddné¢ vyznamné zmény v expresi
sledovanych proteinti. Aktin byl pouzit jako kontrola nanasky. Statistickd signifikance: *p<0,05; **p<0,01
(srovnani ke kontrolni PBS skuping).

Soucasné jsme testovali profil exprese nékolika proteinli podilejicich se v apoptické
dréze, jako je naptiklad casp 3, casp 9, Bak a Bcl-2 (Obrazek 18 A - G). WT skupina méla
niz§i mnozstvi casp 3 a rozstépené kaspazy 9 (cl-casp 9) nez jejich SODI sourozenci
(Obrazek 18 B, E). Pozorovali jsme trend ve snizeni mnoZstvi casp 9 po opakované aplikaci
hMSC do M a v kombinaci do M+S v porovnani s kontrolni PBS skupinou (Obrazek 18 A).
Zatimco cl-casp 9 byly signifikantné sniZzena po opakované intratekalni aplikaci hMSC
samotné (M) a v kombinaci s intramuskularni aplikaci hMSC (M+S) (Obrazek 18 B). Pomér
proteint Bak/Bcl-2 byl >1 v kontrolni PBS skupiné€, nicméné¢ byl mirné redukovan po aplikaci
hMSC do M+S (Obrazek 18 D). Signifikatni sniZzeni casp 3 bylo pozorované pouze po
opakované intramuskularni aplikaci h\MSC (Obrazek 18 E).
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Obrazek 18: Kvantitativni analyza proteind zapojenych do apoptdzy. Sledovali jsme zmény proteind (A) casp 9,
(B) cl-casp 9, (D) pomér Bak/Bcl-2 a (E) casp 3 pomoci WB. (C, F, G) Reprezentativni prouzky z western
blotové analyzy pro kazdy protein jsou k nalezeni vzdy u pfislusného grafu. Aktin byl pouzit jako kontrola
nanasky. Statisticka signifikance: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (srovnani ke kontrolni PBS skupin¢).

Kvantitativni analyzou jsme sledovali hladinu proteinti zapojenych do autofagie
Beclin-1, LC3B I a Il a p62 (Obrazek 19 A, B, C). Zjistili jsme, Ze mnoZstvi proteinu Beclin-1
bylo niz§i u WT skupiny nez u PBS skupiny (Obrdzek 19 A, D). Signifikantni sniZeni jsme
ale pozorovali pouze po aplikaci hMSC do M+S. Pomér proteini LC3B II/I byl u vSech
SOD1 skupin zvySeny v porovnani s WT skupinou (Obrazek 19 B, E). Nejnizsi hodnotu
poméru proteini LC3B II/I jsme zaznamenali po aplikaci hMSC do M a nejvyssi zas po

aplikaci hMSC do S. Kvantitativni analyza proteinu p62 nezaznamenala zadny rozdil mezi

v
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Obrazek 19: Analyza proteini zapojenych do autofagie. (A) Kvantitativni analyza proteini ukézala
signifikantni snizeni exprese Beclin-1 v miSe po 1é¢bé hMSC do M+S. (B) Pomér proteintt LC3BII/LC3BI byl u
vSech SODI1 skupin vys$si v porovnani s WT skupinou, nicmén¢ signifikatni zvySeni bylo pozorovano pouze po
aplikaci hMSC do svalu. (C) Kvantitativni analyza proteinu p62 nezaznamenala zadny rozdil mezi skupinami.
(D, E, F) Reprezentativni prouzky z western blotové analyzy pro kazdy protein jsou k nalezeni vzdy u
ptislusného grafu. Aktin byl pouzit jako kontrola nanasky. (G) Reprezentativni snimky kolokalizace p62 (zeleny)
a Chat (Cerveny). Jadra bunc¢k byly vizualizovany pomoci DAPI (modra). Méfitko: 50um. Statisticka
signifikance: *p<0,05 (srovnani ke kontrolni PBS skuping).

Dale jsme studovali NMJ v oblasti aplikace buné€k pro stanoveni, zda hMSC poskytuji
pfidavny efekt na inervaci postsynaptickych receptori nervovych zakonceni. Stupen
denervace NMJ byl hodnocen pomoci WB. WT skupina méla signifikantné vySsi hladinu
synaptofyzinu (Syn) a nikotin acetylcholinového receptoru a-7 (NAR) v porovnani s dalSimi
skupinami (Obrazek 20 A, D). Hladina proteinu Syn byla signifikantné vys§i a trend
v zachovani NAR byl u skupiny po kombinované aplikaci hMSC do M+S ve srovnani
s kontrolni SOD1 skupinou. Na druhou stranu, 1é¢ba hMSC do S nevykazovala pozitivni efekt
na hladinu proteinu Syn a NAR. Tyto vysledky naznacuji, Ze intratekalni aplikace hMSC je

dilezita pro zachovani nervosvalového spojeni v quadriceps femoris. Nervosvalové ploténky
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byly zviditelnény pomoci barveni na a-bungarotoxin, ktery se vaze na podjednotku a NAR
v kombinaci s protildtkou proti Syn (Obrazek 20 G). Velmi slaby signél protilatky Syn byl
detekovan v kontrolni PBS skupin€¢. Kombinovana aplikace hMSC do M+S ¢astecné
zachovala NMJ, jak je vidét na obrazku (Obrazek 20 G).
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Obrazek 20: Denervace nervosvalového spojeni (NMJ). Denervace NMI v quadriceps femoris byla
vyhodnocena pomoci WB pouzitim protilatky proti (A) synaptofyzinu (Syn) a protilatky proti (D) nikotin
acetylcholinovému receptoru a-7 (NAR). Hladina proteind Syn a NAR byla signifikantn¢ vyssi u WT skupiny
v porovnani s SOD1 skupinou (PBS). Aplikace hMSC M+S zvysila hladinu proteinii Syn a NAR v porovnani
s kontrolni SOD1 skupinou. (B, E) Snimky ukazuji reprezentativni prouzky z WB Syn a NAR. (G)
Reprezentativni snimky znazornuji denervaci NMJ ve svalech SODI1 potkani a jeji ¢astecné zachovani po
aplikaci hMSC do M+S (NAR zviditelnény o-BTX, cerveny; Syn zeleny). Méfitko: 20um. Statisticka
signifikance: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (srovnani ke kontrolni PBS skupin¢).
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Za predpokladu, ze aktivované gliové buniky mohou ovlivnit pfeziti nebo aktivaci
nekroptdozy nemocnych neurontt v ALS, jsme analyzovali fenotyp astrocyti ve vSech
experimentalnich skupinach. WB odhalil vyznamné zvysSeni exprese konexinu 43 u SODI1
potkanti, v porovnani s WT skupinou. Nicméné ve vSech lécenych skupinach bylo pozorované
snizeni jeho exprese (Obrazek 21 A). Podobn¢ zvySena hladina proteini GFAP byla
pozorovana u PBS skupiny v porovnani s WT skupinou a toto zvySeni bylo snizeno ve

skupiné M+S (Obrazek 21 B). Tyto zmény vSak nebyly signifikantni.
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Obrazek 21: Kvantitativni analyza proteinu konexinu 43 a GFAP. Kvantitativni analyza proteinti ukazala
zvySenou expresi proteinti (A) konexin 43 a (B) GFAP v miSe SOD1 potkanti v porovnani s WT skupinou. (A)
Vsechny 1é¢ené skupiny pomoci hMSC mély snizené mnozstvi proteinti konexin 43, (B) zatimco pouze aplikace
hMSC do M+S dokazala snizit hladinu GFAP. Poddni hMSC pouze do M nebo pouze do S bylo bez
vyznamného efektu. Aktin byl pouzit jako kontrola nanasky. Statisticka signifikance: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 (srovnani ke kontrolni PBS skuping).

5.4.2 NP-iPS

Za ucelem dal$iho zkoumani ucinku transplantovanych NP-iPS na PNN jsme hodnotili
hladinu relevantnich proteini (neurokan, brevikan, agrekan, versikan, tenascin-R a haplnl)
pomoci WB (Obrazek 22 A - G). Zatimco hladina proteinti neurokanu a brevikanu byla
podobna u NP-iPS skupiny v porovnani se SOD1 skupinou (Obrazek 22 A, B), tak aplikace
NP-iPS vedla k signifikantnimu zvySeni hladiny proteint agrekan, tenascin-R (Obrazek 22 C,

D). Déle jsme sledovali zménu hladiny proteinli rtiznych S$tépnych forem versikanu
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250-75kDa a 75-25kDa (Obrazek 22 F, G). Zjistili jsme, ze aplikace NP-iPS vede
k signifikantnimu snizeni exprese proteini jak versikanu 250-75kDa a tak versikanu 75-
25kDa. Je zajimavé, ze vyssi signifikance byla pozorovana u proteinil versikanu 75-25kDa po
aplikaci NP-iPS v porovnani se SODI1 skupinou (Obrazek 22 F). Zatimco hladina proteinti
Haplnl byla srovnatelnd v SOD1 skupiné s WT skupinou, tak po aplikaci NP-iPS doslo

k signifikantnimu zvySeni (Obrazek 22 E). Tato data naznacuji, ze hladina n€kterych proteint

extracelularni matrix je zachovana po aplikaci NP-iPS v mise SOD1 potkanii.
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Obrazek 22: Kvantitativni analyza PNN proteint.. Sledovali jsme expresi proteini (A) neurokanu, (B)

brevikanu, (C) agrekanu, (D) tenascinu-R, (E) haplnl, (F) verzikanu 75-25kDa a (G) 250-75kDa. Statisticka
signifikance: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Tato vysledkova ¢ast prace vychazi z nasledujici publikace:

Kohutova A., Raska J., Kruta M., Seneklova M., Barta T., Fojtik P., Jurdkova T., Walter CA,
Hampl A., Dvotak P., Rotrekl V: Ligase 3-mediated end-joining maintains genome stability
of human embryonic stem cells. FASEB J. 2019 Jun;33(6):6778-6788.

5.5 Analyza inducibility DSB a analyza inducibility proteinu Rad51 a
53BP1

Ke zjisténi, jak rychle se tvofi a opravuji DSB, byly hESC ozafeny (IR) a nasledné
sledovany po dobu 20 hodin. Pro sledovani DSB byl zvolen protein yYH,AX. K akumulaci
YH2AX doslo 30 minut po indukci IR, nicméné po 1 hodiné po indukci IR uz vétSina yH,AX
nebyla pfitomna (Obrazek 23 A). Za hlavni drahy opravy DSB se povazuji HR, vyuZivajici
homologni sekvence, a NHEJ. Vzhledem k tomu, ze 53BP1 je jednim z kli¢ovych proteint,
ktery se i¢astni volby, jakym zptisobem bude DSB opravena, podporuje NHEJ a inhibuje HR,
byl tento protein zvolen pro sledovani NHEJ. Pro sledovani HR byl zvolen Rad51. Detekce
poctu shluki 53BP1 ukazala, ze vykazuje podobnou dynamiku jako pocet shluki yH,AX
(Obrazek 23 B), zatimco k hlavnimu shroméazdéni shlukd Rad51 doslo 7 hodin po indukci IR
(Obrazek 23 C). Detekci kolokalizace bylo zjisténo, ze 53BP1 kolokalizuje s YH,AX 30 minut
po indukeci IR, zatimco Rad51 kolokalizovala s YH,AX az v 90% po 10 hodinach po indukei
IR (Obrazek 23 D). V ptipadé ptirozené hladiny DSB, kolokalizace YH,AX s 53BP1 byla
dvakrat vyssi nez kolokalizace s Rad51. Tato data naznacuji, Ze vétSina indukovanych DSB
jsou okamzit€ asociovany s 53BP1 a Ze hlavni DSB jsou rychle opraveny pravdépodobné

nékterym z mechanizmi spojovani koncti (EJ) a ne HR.
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Obrazek 23: Imunocytochemicka analyza dynamiky tvorby shlukt proteinti YH,AX, 53BP1 a Rad51 po indukci
IR. Grafy zobrazuji porovnani relativniho mnozstvi shlukii (A) yH,AX, (B) 53BP1 a (C) Rad5 v ¢asovych
intervalech (0-20h) po indukci IR (3Gy) u hESC. (D) Porovnani kolokalizace shlukti 53BP1/ yH,AX a Rad51/
YH,AX v ¢asovych intervalech (0-20h) po indukci IR (3Gy) u hESC. Imunocytochemické analyza odhalila, ze
53BP1 se podili na casné opravé DNA (0,5 h po indukci IR), zatimco Rad51 se ucastni pozd¢jsi opravy
poskozené DNA (7h po indukci IR).

5.6 Detekce hlavni opravné drahy DSB v hESC

Déle jsme studovali, jaky typ EJ opravného mechanizmu se podili na opravé DSB
pomoci rtiznych inhibitorti. Inhibice NHEJ jsme dosahli potlacenim katalytické podjednotky
PKcs pomoci Nu7026 nebo Nu7441. Za ucelem inhibice MMEJ byla sniZzend exprese Lig3.
Vzhledem k tomu, Ze sniZeni exprese Lig3 a ani inhibice PKcs nevedla k detekovatelnym
zménam v mnozstvi DSB (Obrazek 24 A), vystavili jsme hESC IR za ucelem zvySeni
pravdépodobnosti vytvofeni seskupené¢ho oxidacniho posSkozeni. Inhibice NHEJ nevedla
k signifikantnim zméndm v mnozstvi DSB, zatimco snizeni exprese Lig3 signifikantné
zvysilo mnozstvi DSB po indukci IR. Toto zvySeni bylo detekovdno i po 4 hodindch po
indukci IR. Je zajimavé, Ze soucasna inhibice PKcs a sniZzeni exprese Lig3 vedlo sice ke

zvySeni mnoZstvi DSB, nicméné tato zména nebyla signifikantni.
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Po snizeni exprese Lig3 jsme pozorovali az 40% nartst poctu shlukit YH,AX po indukci
IR (Obrazek 24 B). Tyto vysledky byly potvrzeny dvéma nezavislymi siRNA anti-Lig3.
Snizeni exprese Lig3 vedlo k naruseni opravy DSB ve vSech testovanych liniich hESC.
Vzhledem k tomu, ze Lig3 je zapojena jak do EJ tak BER opravného mechanizmu, dalSim
krokem bylo zjistit, kterého opravného mechanizmu je soucésti Lig3, zptisobujici po snizeni
exprese naruseni opravy DSB.

K tomuto ucelu jsme inhibovali PARP1 pomoci olaparibu nebo snizili expresi POLQ.
PARP1 a POLQ hraji dilezitou roli v MMEJ (Dutta et al., 2017; Z. Wang et al., 2019).
Signifikantné vyssi pocet shlukii YH,AX byl pozorovan jak spontanné po sniZeni exprese
Lig3, PARP, tak po indukci IR (Obrazek 24 B). SniZeni exprese PolQ vedlo k zvySeni tvorby
YH,AX shlukt v buiikdch nevystavenych indukci IR. Nicméné snizeni exprese PolQ
v buiikach po indukci IR nevedlo k okamzitému zvySeni tvorby yH,AX shlukti. Naopak se
zda, ze PolQ je zapojeny do pozdéjsi opravy DSB, protoze absence PolQ vedla ke zvySeni

mnozstvi YH,AX shlukii v bunikéch po 2 hodinach po indukei IR.
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Obrazek 24: Analyza dynamiky oprav DSB pomoci (A) pulzni gelové elektroforézy a (B) imunocytochemické
analyzy. (A) Po plsobeni IR byl pozorovan nartst velkého mnozstvi DSB (IR Oh), které ale byly rychle
odstranény. PFGE odhalila, Ze sniZeni regulace Lig3 (pomoci siRNA Lig3) vede k signifikantnimu zvyseni
mnozstvi DSB, kterou miizeme pozorovat i 4 hodiny po indukci IR. (B) Inhibice Lig3 (siRNA Lig3, siRNA Lig3
B) a PARPI1 (Olaparib) vedla ke zvySené tvorbé shlukti YH,AX po indukci IR a toto zvySeni bylo pozorované i
2h po IR. Inhibici PolQ (siRNA POLQ) vedla k signifikantnimu zvySeni tvorby shlukti yH,AX spontanné a i 2h
po indukci IR. Transfekce byla provedena pomoci reagentu Extreme, ktery neovlivnil mnozstvi shlukd yH,AX.
Statisticka signifikance: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Dale jsme analyzovali kolokalizaci PARP1 shlukti s YH,AX shluky (Obrazek 25 A).
Analyza ukazala, Ze vice nez 50% spontann¢ lokalizovanych PARP1 shlukil a vice nez 80%
PARP1 shlukli po indukci IR bylo kolokalizovano s YH,AX shluky. Déle jsme pozorovali, Ze
po sniZeni exprese PARP1 pomoci inhibitoru olaparib doSlo ke spontdnnimu sniZeni tvorby

shluki Lig3 a toto sniZeni bylo pozorovano i po indukci IR (Obrazek 25 B).
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K urceni, zda je nutna koncova ochrana 53BP1 pro EJ zprostiedkované Lig3 v hESC,
jsme pouzili specificky inhibitor siRNA 53BPI1. Po snizeni exprese 53BP1 se spontdnné
sniZila tvorba shlukl Lig3 (vice nez 40%) a tento pokles byl detekovatelny 1 po indukci IR
(vice nez 50%) v porovnani s kontrolnimi bunikami s normalni expresi 53BP1 (Obrazek 25

B).

A
a- Rl
e [ PARP1

£ = B PARP1+yHAX
: =
3
ki
g 44
£
5
5 21
Q
) [

ol mm , o

0h 2h
0Gy 3Gy
B

15- a
3 o 0O CcTRL
3 @ siRNA 53BP1
E:10- 2 3 Olaparib
:
E 5]
5
<
o

0 [ mm [ ]

0 Gy 3Gy

Obrazek 25: 53BP1 a PARPI1 participuji v MMEJ opravném mechanizmu, ktery udrzuje genomovou
stabilitu hESC. (A) PARPI je soucasti jak spontanni opravy DSB, tak po indukci IR (3Gy). IR indukce vede
ke zvySeni mnozstvi shluki PARP1 a zvySeni je vidét i na mnozstvi bun€k, ve kterych shluky PARPI
kolokalizuji s yYH,AX shluky. (B) Inhibice 53BP1 nebo PARP1 (siRNA 53BP1 nebo olaparib) brani tvorbé
shlukti Lig3. Podobny efekt byl pozorovan i v buiikach, které nebyly vystaveny plisobeni IR. Lig3 je pfitomna
také v mitochondriich, ale v analyze byly zohlednény pouze ohniska tvofend v jadru bunky. Statisticka
signifikance: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.7 Analyza frekvence mutaci

Poté, co bylo zjisténo, ze velky pocet DSB byl opraveny pomoci Lig3 zapojené s velkou
pravdépodobnosti do MMEJ v hESC, chtéli jsme posoudit dopad aktivity MMEJ na stabilitu
genomu hESC. Analyzovali jsme spontdnné¢ a IR indukovanou frekvenci mutaci u hESC
(Obrazek 26). V souladu s ptfedchozimi vysledky méla inhibice Lig3 za nésledek
signifikantné zvySenou MF jak u ozafenych, tak i u neozafenych hESC, coz naznacuje, ze
Lig3 je soucasti upfednostiiované opravného mechanizmu DSB v hESC. Za ucelem potvrzeni
efektu NHEJ na genomickou integritu hESC jsme tento opravny mechanizmus inhibovali
pomoci Nu7026. V kontrolnich buiikach doslo k vyznamnému zvyseni MF po inhibici NHEJ
(Nu). Na druhou stranu, v ozafenych bunkéach po inhibici NHEJ dos$lo k vyznamnému poklesu

MF, dokonce i pod hladinou trovné ozafenych kontrolnich hESC (CTRL).
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Obrazek 26: Analyza frekvence mutaci. Inhibice NHEJ (Nu) vedla k poklesu frekvence mutaci (MF) v hESC
po indukci IR. Zatimco inhibice Lig3 vedla ke zvyseni jak spontanni MF, tak po indukci IR. Grafy reprezentuji
vysledky ze tii biologickych replikatd £ SEM. Statisticka signifikance: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.8 Uéinnost znaéeni NP-iPS pomoci magnetickych nanoéastic

NP-iPS byly znaceny pomoci dvou typti nanocastic na bazi zeleza, CZF a PLL-y-Fe203
Uspé&snost  intracelularniho znadeni se hodnotila po 72 hodinové kultivaci NP-iPS s
nanocasticemi CZF nebo PLL-y-Fe:03. Ke znaCeni jsme pouzili tfi odliSné koncentrace

nanocastic (5 pg Fe/ml, 10 pg Fe/ml a 15 pg Fe/ml). Znaceni pomoci PLL-y-Fe20s bylo

vvvvvv

v

koncentrace Zeleza (5 pg Fe/ml; Obrazek 27 A). Obrazek 27 B zobrazuje reprezentativni
fotky magneticky zna¢enych bunék po 72 hodinové kultivaci. Zelezo bylo zobrazeno pomoci
barveni berlinskou modii jako modra zrnka v bunkach znacenych PLL-y-Fe20s. V bunkach
znafenych CZF odpovidaji nanocasticim hnédad zrnicka, protoze CZF ma obal z oxidu
kiemicitého, ktery neumoznuje piimé barveni Zeleza. Na obrazku 27 B je mozné vidét, Ze
neoznacené builkky neobsahuji Zadna zrnka, a zvySujici se uspé$nost endocytdzy koresponduje

se zvysujici se koncentraci nanocastic jak v CZF, tak PLL-y-Fe203 oznacenych buiikéach.
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Obrizek 27: Uinnost znateni NP-iPS pomoci nanoéastic na bazi zeleza. (A) Graf znézorfiuje procentudlni
zastoupeni uspé$né¢ oznacenych NP-iPS pomoci dvou typl nanocastic (CZF a PLL-y-Fe,0;3) o tfech rtiznych
koncentracich (5 pg Fe/ml, 10 pg Fe/ml a 15 pg Fe/ml). Statisticka signifikance: *p<0,05. (B) Reprezentativni
snimky oznac¢enych NP-iPS pomoci CZF a PLL-y-Fe,0; nanocastic. Méfitko: 20pum.

Internalizace nanocastic do bun¢k byla potvrzena pouzitim TEM v oznacenych buiikach

pfed a béhem diferenciace. Diferencujici buniky maji mensi bunécna téla v porovnani

s nediferencovanymi bunikkami a napadnd neurofilamenta korespondujici s vyvojovym

procesem. Nanocastice byly pozorované jako klastry uvnitt endo/lyzozomu v cytoplazmé

nediferencovanych bunék a diferencovanych bunék oznaenych CZF a PLL-y-Fe20s3

(Obrazek 28).
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Obriazek 28: Lokalizace nanocastic zobrazena pomoci TEM. Nanoc¢éstice CZF a PLL-y-Fe,0; byly pozorovany
jako klastry v cytoplazmé nediferencovanych (horni fada) a diferencovanych (dolni fada) bunék.

Chemicka analyza zeleza, kobaltu a zinku pouzitim ICP-MS odhalila vy$§i mnozstvi
intracelularniho  zeleza v buitkkdch oznacenych PLL-y-Fe2O3 v porovnani s buiikami
oznacenymi CZF (Tabulka 3). Primérné mnozstvi zeleza bylo 3,21; 2,24 a 2,82 pg Fe na
buitku pouzitim rtiznych koncentraci CZF (5, 10 a 15 pg Fe/ml) a 7,57; 18,04 a 22,63 pg Fe
na buniku pouzitim 5, 10 a 15 pg Fe/ml PLL-y-Fe;Os. V neznacenych buiikdch bylo naméfeno
nepatrné mnozstvi zeleza (0,13 pg Fe na bunku). Intracelularni mnozstvi Zeleza bylo pfimo
umérmné pouzité koncentraci PLL-y-Fe203 nanocastic, zatimco v piipadé CZF nanocastic

nemeéla koncentrace vliv na mnozstvi Zeleza ani na mnozstvi kobaltu a zinku.

Tabulka 3: Namérené hodnoty kobaltu, zinku a Zeleza ve znacenych NP-iPS

Nanodéastice Kobalt Zinek Zelezo

(pg/burika) | (pg/burika) | (pg/burka)

Neznacdena kontrola 0 0,13+0,18 0,13+0,18

PLL-y-Fe,03 5 g Fe/ml - - 7,57+1,90
PLL-y-Fe,0;3 10 pg Fe/ml - - 18,04+5,26
PLL-y-Fe,05 15 ug Fe/ml - - 22,23+10,93

CZF 5 pg Fe/ml 0,93+0,45 | 0,88+0,83 3,21+1,49

CZF 10 pg Fe/ml 0,61+0,10 | 0,69+0,02 2,2410,43

CZF 15 pg Fe/ml 0,71+0,14 | 0,79+0,02 2,82+0,87

Za ucelem zobrazeni magneticky zna¢enych bunék pomoci magnetické rezonance byla
pouzita rizna koncentrace nanocastic bud’to samotnych, nebo v kombinaci s NP-iPS, které

byly imobilizovany v 4% zelatinovém fantomu a meéfeny pomoci MR (Obrazek 29).
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Relaxivita obou typll nanocastic byla srovnatelnd (Tabulka 4). Na druhou stranu, hodnota
relaxivity byla ptiblizné¢ dvakrat vétsi u PLL-y-Fe,O3 znacenych buiikach v porovnani s CZF
znaCenymi buitkami (Tabulka 5). Hodnota relaxivity znacenych NP-iPS béhem diferenciace
klesd (Tabulka 5). Hodnoty relaxivity koreluji dobfe s vizualizaci bun¢k v 4% genolovych
fantomech (Obréazek 29). Snizeni intenzity signalu (tmavé oblasti) ve fantomech odpovidalo
pritomnosti magnetickych nanocastic v buiikkach a bylo zéavislé na koncentraci, kterou byly

buniky oznaceny. Vice tmavych oblasti bylo u fantomti obsahujicich bunky znacené¢ PLL-y-

Fe,Osznez u CZF.
Tabulka 4: Relaxivita r, nanocastic in vitro
r2 £ SD (s-1)
Nanodéastice 5 pg Fe/ml 10 pg Fe/ml 15 pg Fe/ml
CZF 7,22+0,07 7,91+0,21 16,7540,21
PLL-y-Fe,03 6,5210,24 11,48+0,05 17,63+0,04

Tabulka 5: Relaxivita r, zna¢enych bunék in vitro

r2 [s-1/mil bunék/ml] £SD
Nanodéastice 5 pg Fe/ml 10 pg Fe/ml 15 pg Fe/ml 1 tyden diferenciace
CZF 0,58510,182 0,788+0,079 1,230,013 0,158+0,012
PLL-y-Fe,05 | 0,965%0,139 1,5+0,098 3,31610,824 0,128+0,002

Obrazek 29: Vizualizace suspenze NP-iPS pomoci MR v Zelatinovém fantomu. Zelatinovy fantom (A) bez
bun&k a € se suspenzi neznadenych NP-iPS. Zelatinové fantomy s CZF zna¢enymi NP-iPS o koncentraci (B) 5
ng Fe/ml; (C) 10 pg Fe/ml; (D) 15 pg Fe/ml. Zelatinové fantomy se suspenzi NP-iPS zna¢enymi PLL-y-Fe,0s
nanocasticemi o koncentraci (F) 5 pg Fe/ml; (G) 10 pg Fe/ml; (H) 15 pg Fe/ml. SniZeni intenzity signalu
koresponduje s mnozstvim zelezitych iontt v burice.
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5.9 Efekt magnetickych nanocastic na proliferaci a neuronalni
diferenciaci NP-iPS

Rast NP-iPS s nanocasticemi byl sledovan pomoci systému xCELLigence, ktery
hodnoti bunécnou proliferacni aktivitu na E-desti¢ce se zlatymi elektrodami. Ptisedlé, zivé
bunky piisobi jako izoldtory a zvysuji impedanci. Mira impedance byla zaznamenéavana jako
bunécny index (Cell index; CI). Z vysledki je patrné, ze CZF nanocastice uz béhem prvnich
hodin inkubace snizuji viabilitu NP-iPS ve vsech tiech testovanych koncentracich (5 pg
Fe/ml, 10 pg Fe/ml, 15 pg Fe/ml; Obrazek 30 A). Negativni efekt nanocastic CZF na
bunécnou aktivitu pretrval déle nez 40 hodin za pouziti koncentrace 15 pg Fe/ml, zatimco
znaCeni NP-iPS pomoci PLL-y-Fe,O3; nemélo viditelny negativni dopad na bunécnou aktivitu
v z4dné z uvedenych koncentraci (5 pg Fe/ml, 10 pg Fe/ml, 15 pg Fe/ml; Obrazek 30 B).
Tyto vysledky naznacuji, ze CZF nanocastice pusobi na NP-iPS mnohem vice cytotoxicky

nez PLL-y-Fe,0s,
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Obrazek 30: Efekt magnetickych nanocastic na NP-iPS proliferaci v redlném Case. Proliferacni kiivka NP-iPS
neznacenych bunék a znacenych tfemi riznymi koncentracemi (A) CZF nebo (B) PLL-y-Fe,O3 nanoc¢asticemi.
Bunéény index zahrnuje bunécnou viabilitu, morfologii a stupent adheze. Statistickd signifikance: *p < 00,5 ®
Sug Fe/ml; m 10pg Fe/ml; * 15pg Fe/ml.
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Imunocytochemickd analyza neodhalila Zadny vyznamny rozdil v expresi sledovanych
markera u diferencujicich NP-iPS v ptitomnosti CZF nebo PLL-y-Fe,O3; nanocastic (Obrazek
31 a 32). Diferenciace probihala 2 tydny, béhem kterych NP-iPS zacaly tvofit rozety a
prevazna ¢ast bun¢k vykazovala znamky nezralych neuronit, sféricka bunécna téla a dlouhé
vybézky. Vétsina bunék s touto morfologii byla pozitivni na B-III-tubulin (Obrazek 31 A, B,
C), zatimco GFAP byl pfitomny jen v nepatrném mnozstvi bunék (Obrazek 31 J, K, L). Po
dvou tydnech diferenciace NP-iPS bylo 87% neznacenych buné&k pozitivnich na NF160,
v pfitomnosti nanocastic CZF bylo 72% pozitivnich bun¢k a v pfitomnosti PLL-y-Fe,O3

nanocastic 70% pozitivnich bunék (Obrazek 31 G, H, I).
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Obrazek 31: Imunocytochemickd charakterizace diferencujicich NP-iPS po oznaceni magnetickymi
nanocasticemi (A, D, G, J). Prvni sloupec reprezentuje neoznacené NP-iPS. (B, E, H a K) Druhy sloupec
reprezentuje NP-iPS inkubované s CZF nanocasticemi o koncentraci 15 pg Fe/ml. (C, F, I a L) Tteti sloupec
reprezentuje NP-iPS inkubované s PLL-y-Fe,O3 nanocasticemi o koncentraci 15 pg Fe/ml. Buiky byly barveny
na (A-C) B-IlI-tubulin, (D-F) nestin, (G-I) NF160, (J-L) GFAP. Jadra studovanych bun¢k byla vizualizovana
pomoci DAPI.
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Dale jsme zaznamenali buniky pozitivni na doublecortin a synaptofyzin, nicméné
pouze <8% bunck bylo pozitivnich na tyrozinhydroxyldzu (TH), specificky marker
dopaminergnich neuronii (Obrazek 32). Pfitomnost nanocastic v diferencovanych buiikach

byla potvrzena na svételném mikroskopu.

CTRL CZF PLL

Obrazek 32: Imunocytochemickd charakterizace diferencujicich NP-iPS po oznafeni magnetickymi
nanocasticemi. (A, D, G) Prvni sloupec reprezentuje neoznatené NP-iPS (CTRL). (B, E, H) Druhy sloupec
reprezentuje NP-iPS inkubované s CZF nanocasticemi o koncentraci 15 pg Fe/ml. (C, F, ) Treti sloupec
reprezentuje NP-iPS inkubované s PLL-y-Fe,0; nanocasticemi o koncentraci 15 pg Fe/ml. Bunky byly barveny
na (A-C) doublecortin, (D-F) TH, (G-I) synaptofyzin. Jadra studovanych bun¢k byla vizualizovana pomoci
DAPL

Pro dal8i vyhodnoceni vlivu nanocastic na diferenciaci NP-iPS jsme déale analyzovali

expresi specifickych markerit dopaminergnich neuroni a markert neurdlnich kmenovych
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bun¢k pomoci qPCR. Exprese nestinu (marker neurdlnich kmenovych bun¢k) byla sniZzena
béhem diferenciace jak v neznacenych, tak oznacenych buiikach (Obrazek 33 A). Naopak
exprese GFAP byla signifikantné zvySend v neznacCenych i znacenych bunkach (CZF nebo
PLL-y-Fe,0;). Stejné tak exprese neuralnich specifickych markert p-Ill-tubulinu a
synaptofyzinu byla signifikantn¢ zvysena v diferencujicich NP-iPS po oznaceni nanoc¢asticemi
PLL-y-Fe;O3. Exprese genu FOXA2, ktery reguluje tvorbu a diferenciaci dopaminergnich
neuroni byla signifikantné¢ zvySena jak v neznacenych, tak PLL-y-Fe,O; oznacenych
bunkach, zatimco CZF nanocastice plisobily na expresi FOXA42 genu negativné (Obrazek 33
B). Dokonce exprese genu FOXA2 po oznaeni CZF nanocésticemi byla podobnd expresi
v nediferencovanych NP-iPS. Daéle jsme sledovali vliv nanocastic na expresi
Profil exprese TH byl signifikantn€ zvySen jak v neznaCenych, tak oznacenych bunkach (CZF
nebo PLL-y-Fe,03). ZvySenou expresi jsme pozorovali i u dalSich transkripénich faktora
(ENI a NURRI) zucastnujicich se vyvoje dopaminernich neuront jak v neznacenych, tak
oznacenych bunikach. Analyza qPCR nedetekovala signifikantni rozdily v expresi vybranych
markeri dopaminernich neurond po oznaceni nanocasticemi PLL-y-Fe,O; zatimco CZF

nanocastice ovlivnily expresi genu FOXA2.
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Obrazek 33: Analyza RNA exprese markerd neurdlnich kmenovych bun¢k a markert dopaminergnich neuronti.
(A) Hladina RNA exprese neralnich gent NESTIN, TUBB3, SYP a GFAP a (D) dopaminergnich gentit FOXA2,
ENI, NURRI a TH byla sledovéana v nezna¢enych NP-iPS a oznacenych NP-iPS pomoci CZF a PLL-y-Fe,O3 po
dvou tydnech diferenciace. Priimérna exprese studovanych markerti v neoznacené nediferencované kontrole byla
stanovena jako 0. Statisticka signifikance: *p<0,05.
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6 Diskuze

ALS je fatalni neurodegenerativni onemocnéni projevujici se v dospélosti degeneraci
centralnich a perifernich MN. V soucasné dob¢ jsou FDA schvalené pouze dv¢ farmaceutické
1écby ALS, nicméné uzivani Riluzolu nebo Edaravone pfindsi pacientim s ALS jen mirné
zlepSeni. Vzhledem k tomu, ze ALS je komplexni onemocnéni, na jehoZ progresi se podili
rizné patogenni mechanizmy, tak se zda, ze tyto léky jsou nedostatecné, protoze cili jen na
jeden z mnoha degenerujicich mechanizmti zapojenych do progrese ALS. V tomto ohledu se
zdaji byt kmenové buiky idedlni pro 1écbu fady neurodegenerativnich onemocnéni vcetné
ALS. Jejich regeneracni/neuroprotektivni efekt se prisuzuje predevsim schopnosti uvoliovat
ruzné ristové faktory a cytokiny, které mohou vytvaret mikroprostiedi, které podporuje
neuroprotekci. Navic nékteré prace naznacuji i schopnost kmenovych bunék diferencovat do
gliovych a neurdlnich bunék.
aplikace téchto buné€k, projevujici se zpozdénim nastupu onemocnéni, zpomalenim progrese
onemocnéni a zpomalenim degenerace MN (Boido et al., 2014; Forostyak et al., 2014; H.
Kim et al., 2010; Rando et al., 2018). Klinické studie sice prokazaly bezpecnost aplikace
nekterych typl kmenovych bungk, ale jejich Ucinek je u lidi diskutabilni (H. Y. Kim et al.,
2014; Oh et al., 2015; Staff et al., 2016; Sykova et al., 2017). Z tohoto divodl je zapotiebi

vice preklinickych studii detailnéji vysvétlujicich efekt kmenovych bunék u ALS.

6.1 Pozitivni vliv aplikace kmenovych bunék na patologii ALS

V prvnich dvou studiich zahrnutych do této prace jsme se snazili objasnit potencialni
terapeuticky efekt hMSC a NP-iPS v experimentilnim modelu ALS s mutaci SOD19%%,
V ptipadé¢ hMSC jsme zvolili intratekalni podani prostfednictvim lumbalni punkce, které je
vice vhodné pro opakované podani, zatimco NP-iPS byly aplikovany intraspinaln€ v riznych
fazich onemocnéni. Porovnavali jsme uc¢inek opakované intratekalni aplikace hMSC
s opakovanou intramuskularni aplikaci hMSC a kombinaci téchto dvou zptsobt aplikace.

Pro vyhodnoceni terapeutického potencidlu implantovanych bunék je mimo jiné
zasadni délka jejich pfezivani. Zvlasté v ptipad€ NP-iPS je délka pieZivani dilezitd pro jejich
diferenciaci a integraci do degenerované miSni tkdné a sekreci neuroprotektivnich faktort.
V ptipad¢ intraspindlni aplikace NP-iPS jsme pozorovali, Ze builky ptezivaly déle nez 2

mesice, nicméne po 4 mécicich uz nebyly nalezeny. Bunky mély tendenci diferencovat spise
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do glialniho fenotypu nez neuralniho. Po intratekélni aplikaci hMSC SOD1%%*# potkaniim
jsme detekovali buiiky po 14 dnech od implantace, zatimco ve zdravé potkani tkani hMSC
prezivaly az 1 meésic. Kratka doba piezivani hMSC po intratekalni aplikaci byla pozorovana i
v jinych studiich (H. Kim et al., 2010; Vercelli et al., 2008). Z téchto vysledkt vyplyva, ze
ALS prostfedi je toxické pro transplantované bunky a ziejmé¢ zhorSuje diferenciaci do
neurdlnich typt bunék. Zvlaste v pripadé MSC se neurdlni diferenciace zdd velmi
nepravdépodobna a terapeuticky efekt se pfipisuje jejich parakrinnim vlastnostem. MSC
vylu€uji celou fadu chemokint, cytokinti a rastovych faktorti, které maji imunomodulacni,
neurotrofni a neuroprotektivni ti¢inek.

Jelikoz neuromuskularni denervace piedchézi smrti MN a klinickym symptomiim,
zamgéfili jsme se 1 na terapeuticky efekt hMSC ve svalech, za G€elem ochrany NMJ a sniZeni
degenerace MN retrogradni neuroprotektivni projekci pfes axon. V pfipad€ intramuskularni
aplikace vsak buiky ptezivaly mezi svalovymi vlakny pouze 7 dni, a to jak v ALS tkani, tak i
zdravé tkani.

Navzdory kratkému prezivani hMSC v mise a svalech symptomatickych SOD1%**
potkanil jsme pozorovali jejich neuroprotektivni G¢inek jednak po samotné aplikaci do M tak
v kombinaci s intramuskularni aplikaci (M+S). Samotné opakované intramuskularni podani
(S) nevedlo k vyznamnému zpomaleni degenerace MN, nicméné i pfesto jsme pozorovali
vyrazné zlepSeni motorické aktivity na testu rotarod a potkani po aplikaci déle ptezivali.
Nejlepsi vysledky vSak vykazovala skupina potkanti po kombinaci opakovaného podani
hMSC do M+S. V nasi studii jsme pozorovali prodlouzeni Zivotaschopnosti o 18 az 19 dni po
kombinované aplikaci. Zatimco v prechozi studii, kde jsme aplikovali suspenzi bunék pouze
jednou, jsme pozorovali prodlouzeni primérné doby pieziti zvirat pifiblizn¢ o 13 dni
(Forostyak et al., 2014). Tyto vysledky podporuji hypotézu, Ze Uc¢inek zprostiedkovany
bunkami je pfechodny a opakovana aplikace ho miiZe prodlouZit.

Neuroprotektivni u¢inek jsme pozorovali 1 po intraspindlni aplikaci NP-1PS. Podani
NP-iPS v pfipadé¢ symptomatické skupiny prodlouzilo primérnou dobu pieziti o 19 dni,
zatimco v pfipadé aplikace bun€k pred projevem symptomul piezivala skupina az o 35 dni
v tuto chvili neexistuje zadny specificky marker pro diagnostiku ALS pacientd pfed projevem
prvnich pfiznakli a omezuje tak schopnost lékaii a védcli objektivné ohodnotit ucinnost
novych lécebnych postupti (Ganesalingam & Bowser, 2010; Turner et al., 2009). Jednim
z moznych biomarker k diagnostice motoneuronovych choroby by mohli byt komponenty

perineuralnich siti (PNN).
89



PNN jsou specializované struktury extracelularni matrix (ECM) obklopujici tcla
ur¢itych neurond a proximalnich dendritli v centrdlnim nervovém systému. Byl prokazéan
vysoky podil misnich MN, zejména a-MN ve ventralnich rozich, obklopenych PNN (Irvine &
Kwok, 2018). PNN obklopujici MN jsou slozeny zejména z agrekanu, ale i brevikanu,
neurokanu, verzikanu a fosfakanu (Matthews et al., 2002; Vitellaro-Zuccarello et al., 2007).
Ptedchozi studie ukazuji, Ze degradace PNN pozorovand béhem progrese ALS miize ptispéet
k degeneraci MN a progresi onemocnéni (Forostyak et al., 2014; Lemarchant et al., 2016).
Nicméné nase vysledky ukazuji, Ze v konecném stadiu ALS dochazi ke zvySeni exprese
specifickych proteinit PNN jako je agrekan a tenascin R u SOD19”** transgennich potkani
v porovnani s WT kontrolou. Déale jsme pozorovali zvySeni neurokanu, brevikanu, versikanu
a Haplnl. Stejné tak byla pozorovana sniZzena aktivita metaloproteindzy ADAMTS-4, ktera je
specializovana k degradaci CSPG v SOD19%** experimentalnim modelu (Lemarchant et al.,
2016). Ztéchto vysledki se zda, ze zvySeni exprese PNN slozek a snizeni aktivity
specifického PNN degrada¢niho enzymu by mohly byt obranné mechanizmy k zachovani
integrity PNN v ALS. Forostyak a kolegové prokazali, ze intratekalni aplikace MSC
stabilizuje PNN v SODI®®* miSe transgennich potkanti (Forostyak et al., 2014).
V névaznosti na tuto studii jsme sledovali efekt intraspinalni aplikace NP-iPS na slozky PNN.
Pozorovali jsme, ze po aplikaci NP-iPS dochazi k zvySeni proteinti agrekanu, tenascinu R,
haplnl, zatimco versican je signifikantné¢ sniZen. Nicméné je potieba vice mnohem
detailnéjSich studii k pochopeni ulohy jednotlivych komponent PNN obklopujicich MN u
ALS.

Dal$im modifikujicim enzymem ECM je MMP-9, ktery byl nedavno identifikovan

jako dal$i determinanta selektivni neurondlni zranitelnosti u SOD19%%4

mysi (Kaplan et al.,
2014). MMP-9 je siln€¢ exprimovany zranitelnymi MN v porovnani s rezistentnimi. Podobné
v dalsi studii ukézali, Ze snizeni exprese MMP-9 zpomalilo neuromuskularni degeneraci u
mysi s cytoplazmatickymi agregaty TDP-43 v neuronech (Spiller et al., 2019). VSechny tyto
dikazy ukazuji, ze ECM hraje dulezitou roli v ALS a zfejmé i v selektivni zranitelnosti MN u
tohoto onemocnéni. Cirillo a jeho kolegové navrhuji, Ze reaktivni glidéza spusti aktivaci MMP
a poté maladaptivni plasticitu zfejm¢ kvuli zvySené degradaci neurotrofinu jako je NGF
(Cirillo et al., 2016; De Luca et al., 2016). V nasi studii jsme pozorovali sniZzeni exprese nejen
NGF, ale i GDNF, IGF-1 a NCAM u SOD1%%** potkantl. Po aplikace NP-iPS jsme pozorovali
zvySenou expresi NGF a NCAM. Muzeme spekulovat, Ze zvySeni exprese NGF miize mit vliv

na aktivaci MMP a tim stabilizaci ECM slozek. Exprese IGF-1 a GDNF byla normalizovana
aplikaci NP-1PS. Driv¢jsi studie poukazuji na dileZitou neuroprotektivni tlohu GDNF u ALS
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(Suzuki et al., 2007). Lun a kolektiv zase prokdzali, Ze zvySend exprese /GF-I indukuje
ucinnéjs$i ochranu MN proti excitotoxicité¢ (Lunn et al., 2015). Nicmén¢ zda snizeni exprese
nekterého z téchto faktorti pozménuje expresi PNN je stale tfeba prozkoumat.

Neuroprotektivni uc¢inek aplikace NP-iPS mize byt zptsoben jejich vlivem nejen na
extracelularni PNN ale i ovlivnénim bunécnych signalnich drah jako je apoptoza. V nasi praci
jsme pozorovali snizeni exprese proapototické casp-3. Nicméné se zdd, Ze tento antiapopticky
efekt je pouze prechodny vzhledem k zvySené expresi dalSiho proapotického genu Bax.
V piipadé aplikace hMSC jsme studovali mnohem detailn€ji vliv bun¢k na signalni drahy
bunécné smrti MN u ALS. Zaméfili jsme se na apoptdzu, nekroptézu a autofagii.

Vnitini drdha apoptdzy je regulovdna proteiny tzv. Bcl-2 rodiny (Czabotar et al.,
2014). Vzijemny pomér proapoptickych (Bax, Bak) a antiapoptickych proteini (Bcl-2)
navozuje a kontroluje permeabilizaci mitochondridlni membrany. Pfevazujici expresi proteinil
Bax a Bak dochazi k nevratnému spusténi apoptdzy prostiednictvim jejich oligomerizace do
mitochondrialni membrany, coz zpusobi jeji permeabilizaci a uvolnéni cytochromu ¢ (cyt ¢)
do cytoplazmy. Cyt ¢ aktivuje casp 9 a prostfednictvim aktivace riznych kaspaz je aktivovana
casp 3. Vn¢jsi dradha apoptozy je zavisld na aktivované casp 8, kterd poté aktivuje kaspazovou
kaskadu (Morrice et al., 2017). Nekteré studie naznacuji, ze apoptoza je hlavni mechanizmus
smrti MN u SOD1%** ALS (Li et al., 2000; Cédric Raoul et al., 2002; Sathasivam & Shaw,
2005). Bylo prokazano, ze delece Bax a Bak zabréanila axonalni degeneraci a prodlouZzila
preziti mysi s ALS (Reyes et al., 2010). Zatimco nadmérna exprese antiapoptického Bcl-2
zpomalila nastup onemocnéni ALS, ale nezménila délku prubéhu onemocnéni (¢as od pocatku
do smrti) (Kostic et al., 1997). Na druhou stranu, inhibitor casp-9 zpomalil progresi
onemocnéni bez zpozdéni nastupu (Inoue et al., 2003). Ve studii po aplikaci hMSC jsme
pozorovali pouze trend ve sniZzeni exprese mRNA casp 3, casp 9 a Bak. Zatimco na
proteinové trovni jsme po aplikaci hMSC pozorovali vyrazné sniZeni casp 9 u vSech lé€enych
skupin (M, S a M+S). Pomér Bak/Bcl-2 >1 naznacuje indukci apoptézy. Pomér Bak/Bcl-2 byl
blizky 1 pouze po kombinované aplikaci hMSC, coz podporuje hypotézu, ze u SOD19*4
potkani dochazi k indukci apoptozy, které muize kombinovana aplikace hMSC cCastecné
zamezit.

Autofagie je dulezity homeostaticky proces, ktery je zodpovédny za odstranéni chybné
sloZzenych a agregovanych proteinli. Zda se, ze na pocatku onemocnéni ALS ma autofagie
spiSe pozitivni roli, zatimco v pozdéjsich fazich mlze piisobit negativné. Beklin 1 je nezbytny
regulator autofagie a snizeni jeho exprese vede k prodlouzeni Zivotaschopnosti mysi

exprimujicich mutantni SOD1 (Nassif et al., 2014). Pozorovali jsme sniZeni exprese beklinu-1
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a snizeny pomér LC3BII/LC3BI ve skupiné M+S v porovnani s PBS skupinou. Vzhledem
k tomu, ze beklin 1 je iniciator autofagie a hladina LC3BII koreluje s tvorbou autofagosomu
(Mizushima & Yoshimori, 2007), tak nase vysledky naznacuji, ze kombinovana aplikace
hMSC snizuje proces autofagie u symptomatickych potkani. Naopak, relativné vysoka
hladina beklinu 1 a poméru LC3BII/LC3BI v S skupin¢ by mohla odpovidat aktivni autofagii,
coz by mohlo byt pro zvifata Skodlivé. Na histologickych vzorcich sice byla detekovana
akumulace p62 v MN jak v SODI skuping a i ve skupiné po aplikaci MSC do M+S. Nicmén¢
pomoci WB jsme nepozorovali vyrazné zmény v proteinové expresi p62 mezi PBS a WT
skupinou, coz naznacuje, ze autofagie neni defektni a to ani v SOD1 skupin¢ po aplikaci PBS.

Na rozdil od apoptdézy nebo autofagie, nekroptdéza je charakterizovana zvétSenim
objemu buiiky, poskozenim plazmatické membrany, nabobtnanymi organelami, naruSenou
plazmatickou membranou a neni pozorovana kondenzace chromatinu (Vandenabeele et al.,
2010). Aktivace RIP1 a RIP3 kindzy vede k tvorbé nekrosomu a fosforylaci MLKL.
Nekroptéza je iniciovana fosforylaci MLKL a jeho translokaci do plazmatické membrany.
AvsSak casp 8 je schopna rozstépit RIP1 a RIP3, ¢imz G¢inn€ ukoncuje nekroptdzu (L. Sun et
al., 2012). Nizké hladiny casp 8 v kombinaci s dostatecnou hladinou RIP3 a MLKL umoziuji
aktivaci nekroptézy. Po kombinované aplikaci hMSC bylo pozorovano snizeni hladiny
mRNA nekroptickych genti (RIPK1, MLKL a casp-8), nicmén¢ nebylo signifikantni. Na
rozdil od exprese mRNA, kombinovana aplikace hMSC signifikantn¢ sniZila hladinu proteint
jak cl-casp 8 tak RIP1. Re naznacuje, Ze aktivaci komponent zapojenych do nekroptézy u MN
zprosttedkovavaji mutované astrocyty exprimujici SOD19%* (Re et al., 2014). Nedavna
studie vSak zpochybiiuje nekroptdzu jakozto primarni bunénou smrt MN (Dermentzaki et al.,
2019). Zjistili, Ze navzdory zmé&nam v expresi klicovych determinant nekroptdézy v ALS miSe,
cileni na RIPK3 sice zabranuje smrti MN in vitro modelech nikoliv v8ak in vivo. Je potieba
vice studii, které by vysvétlily roli nekroptdzy v neurodegeneraci ALS.

Déle jsme sledovali uroven exprese mRNA NF-kB. Zanétlivy faktor NF-kB
zprostiedkovava zanét prostiednictvim TNF-a a dalSich zanétlivych cytokina (J.-F. Liu et al.,
2017). Jeho aktivace urcuje zanétlivy fenotyp mikroglii u ALS (Frakes et al., 2014), zatimco
jeho inhibice mize zpomalit progresi onemocnéni (Gowing et al., 2006). Exprese mRNA NF-
kB a TNF-a byly sniZzeny po aplikaci hMSC do M+S. Nase vysledky jsou v souladu
(Boido et al., 2014; Boucherie et al., 2009; Vercelli et al., 2008).

Vzhledem k tomu, Ze astrocyty hraji klicovou roli v patogenezi ALS, chtéli jsme
zjistit, jestli aplikace MSC ovliviiuje nejen MN, ale 1 astrocyty. Je znamo, Ze astrocyty méni
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sviyj expresni profil a morfologii u ALS (Parpura et al., 2012). Takovéto astrocyty nazyvame
reaktivni, vyznacuji se zvySenou expresi GFAP (Yamanaka & Komine, 2018) a stavaji se
toxické pro MN u ALS. V souladu s timto faktem jsme pozorovali u PBS skupiny zvySenou
expresi GFAP. Kombinovana aplikace hMSC snizila expresi GFAP, nicmén¢ snizeni nebylo
signifikantni. DalSim z charakteristickych znak Skodlivych astrocyti je vysokd exprese
konexinu 43 (Cx43). Astrocyty jsou vzajemné propojeny Cx43 a zajistuji zasadni
homeostatickou funkci v CNS. Zvysena hladina Cx43 v ALS astrocytech je Caste¢né toxicka
pro MN prostiednictvim zvysSeni intracelularniho vapniku (Almad et al., 2016). Aplikace
hMSC do M+S signifikantné snizila expresi Cx43, coz naznacuje, ze neuroprotektivni ucinek
bunééné terapie mize byt zprosttedkovany prostiednictvim glidlnich bunék. Na plné
pochopeni mechanizm i€inku bunééné terapie je potieba podrobnéjsi analyza role astrocytl
a mikroglii.

Zaverem lze fici, ze opakovana aplikace hMSC zpisobila zlepSeni hned v nékolika
parametrech. Zmény jsme pozorovali i v expresi proteinu synaptofyzinu ve svalech, kde
opakovand aplikace MSC do M+S zpiisobila jeho zvySeni a ¢asteéné pozastavila degeneraci
NMLI. Je ptekvapivé, Ze samotna intramuskularni aplikace nevykazovala Zadny pozitivni efekt
na NMJ. Na rozdil od nasi studie, Rando a kolegové pozorovali, Ze samotna aplikace MSC
vedla kdelSimu prezivani lécené skupiny, zlepSeni motorickych funkci a pomalejsi
degeneraci MN pravdépodobné diky zvySené expresi neurotrofnich faktort jako je GDNF a
NT4 v kosternim svalu (Rando et al., 2018). Jednim z divodl téchto odlisnych vysledka
muze byt preziti bun¢k ve svalech pouze 1 tyden, zatimco Rando a jeho kolegové detekovali
buiikky 1 po 5 tydnech (Rando et al., 2018). Pokud budeme brat v potaz, Ze axonalni
degenerace a ztrata bunécnych t&l MN jsou dvé odlisné udalosti, je pak racionalni, Ze nejlepsi

vysledky jsme pozorovali po kombinované aplikaci do M+S.

6.2 MME] prispiva ke zvySeni genomické stability u nizkych pasazi
hESC v in vitro podminkach

Potencialni pouziti hESC v klinické praxi pro 1é¢bu neurodegenerativnich onemocnéni
je spojovano nejen s etickymi otdzkami tykajicimi se ptivodu a izolaci hESC, ale i s rizikem
maligni transformace. B¢hem dlouhodobé kultivace se hESC adaptuji na kultivacni
podminky, coz piinasi fadu chromozomovych abnormalit, které mohou mit onkogenni
charakter. Prokazalo se, Ze hPSC maji zvySenou bazalni hladinu yH,AX (marker DSB)

v porovnani s diferencovanymi buitkami (Vallabhaneni et al., 2018). Zda se, Ze zvySena
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rychlost proliferace PSC muze byt pfi¢inou zvySené hladiny yH,AX, které mohou byt
potencidlnim zdrojem chromozomovych pfestaveb pozorovanych u vyssich pasazi PSC. O
mechanizmech pfispivajicich k vnitinimu poSkozeni DNA v PSC a jakym zptsobem PSC
reaguji na toto poskozeni je zatim zndmo jen malo. Pro jejich bezpecné vyuziti je dulezité
pochopit, jakym zpisobem reaguji na poskozeni DNA jak na pocatku, tak i po delsi kultivaci
v podminkach in vitro.

Pfedmétem naSeho vyzkumu bylo zjistit, jakym zpisobem se hESC vyrovnavaji
s poskozenim DNA pravé na pocatku kultivace. V predchozi studii bylo zjisténo, ze
v pribéhu opravy pomoci BER u nizkych pasdzi hESC vznikaji jako meziprodukt DSB
(Kruté et al., 2013). AvSak nezda se, ze by hESC pfi zvySeném mnozstvi vzniku tohoto typu
DSB podléhaly apoptéze, coz zdlraziiuje vyznam opravnych mechanizmli vzhledem
k pozorované nizké frekvenci mutaci u PSC na pocatku kultivace (Adams et al., 2010; Luo et
al., 2012; Momcilovic et al., 2010).

Rada publikaci naznaGuje vy$si u¢innost opravnych mechanizmt u hESC, coZ je
spojeno s vyssi expresi proteinli zapojenych do repara¢nich mechanizmi (Adams et al., 2010;
Luo et al., 2012; Momcilovic et al., 2010). Ke sledovani, jaky opravny mechanizmus bunky
voli, jsme nejprve hESC vystavili ionizujicimu zateni (IR). Bylo zjisténo, ze IR vytvari
seskupené oxidacni poskozeni (Sutherland et al., 2000), které¢ je rychle pfeménéno na DSB
bud’ spontdnné (Gulston, 2004) a nebo BER (Chan et al., 2007; Krutd et al., 2013). NaSe
vysledky ukazuji, ze nejvys$si mnozstvi DSB je 30 minut po indukci IR, z toho 60% je
meziprodukt BER (Krutd et al., 2013). Vzhledem k tomu, Ze po 1 hodin€ uz nejsou DSB
detekovany, zda se nepravdépodobné, Ze by byly opraveny pomoci ¢asov€é narocné HR.
Jednim z kli€ovych proteinli U€astnicich se volby, jakym zpisobem budou DSB opraveny je
53BP1, ktery inhibuje HR a podporuje NHEJ. Zjistili jsme, ze nejvyssi mnozstvi shluki
53BP1 v kolokalizaci s YH,AX bylo detekovano 30 minut po indukci IR, zatimco Rad51 zacal
kolokalizovat s YH,AX pozdéji po 7-10 hodinach po indukci IR. Tyto vysledky potvrzuji nasi
puvodni hypotézu, ze prevazna vétSina Casné vytvorenych DSB neni opravena HR. 53BP1
podporuje opravu poSkozené DNA nejen kanonickou NHEJ ale i jeho alternativni dréhou,
mikrohomologii zprosttedkované spojeni konci (MMEJ) (Xiong et al., 2015). Pomoci
riznych inhibitord jsme sledovali, ktery z mechanizmi je prvni volbou hESC k opravé DSB.
Nase vysledky ukazaly, ze vétSina DSB byla opravena za pomoci PARP1 a ligazy 3, ktera je
soucasti opravné drahy MMEJ. Zatimco po inhibici PKcs, které se ucastni NHEJ, jsme
nepozorovali zvysené mnozstvi YH,AX, coZ naznacuje, Ze se na Casné opravé téchto DSB

nepodili. Tyto vysledky jsou v souladu se studii, ve které ukazuji, Ze k aktivaci NHEJ u hECS
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doslo az po 2 hodinich po indukci IR (Asaithamby & Chen, 2009). Analyzou frekvence
mutaci jsme zjistili, ze v pfipadé spontdnniho poskozeni inhibice NHEJ zvySuje frekvenci
mutaci, zatimco po indukci IR doSlo inhibici NHEJ ke snizeni MF. Inhibici MMEJ pomoci
siRNA Lig3 jsme pozorovali zvySeni frekvence mutaci jak u spontanniho poskozeni, tak
indukovaného. Zda se, ze¢ MMEJ je mén¢ mutagenni, vezmeme-li v uvahu strukturu DSB
zlomt uvolnénych mechanizmem BER z nahloucené¢ho oxidativniho poskozeni. Apurinni
endonukledza vytvari zlomy 8-10 parti bazi od sebe (Nakamura & Swenberg, 1999). MME]J je
zavisly na mikrohomologii 5-25pb, pouzitim tohoto mechanizmu nedojde tedy ke ztraté
genetické informace na rozdil od NHEJ, u kterého dochdzi k otupeni jednotfetézcovych
presahi a tedy k delecim. Piekvapivym zjisténim této prace tedy je, ze MMEJ je u hESC za
danych podminek (vysoka efektivita BER; majoritni poskozeni je oxidace béazi) méné

mutagenni mechanismus nez NHEJ.

6.3 Magnetické nanocastice PLL-y-Fe:0sjsou vhodné ke znaceni NP-
iPS a sledovani pomoci MR

Ke zhodnoceni G¢inné aplikace a terapeutického potencialu kmenovych bunék je nutné
sledovat jejich chovani v in vivo podminkach. Takovéto monitorovani v redlném case nam
poskytne cenné informace o jejich ptreziti, migraci, déleni, diferenciaci a regenerativnim
potencidlu transplantovanych bunék v piijemci.

Sledovani pomoci MR se zdd byt optimalni metodou ke studiu osudu
transplantovanych bunék. Velkou pfednosti MR je, Ze se jednd o metodu neinvazivni a ve své
podstaté nabizi vysoké prostorove rozliSeni a nevyZaduje k detekci ionizujici zafeni. Nicméné
jedna se o metodu detekce s relativné nizkou citlivosti, proto je nutné¢ buiniky oznacit
kontrastnimi latkami. Superparamagnetické nanocastice na bdzi oxidu Zeleza jsou jedny
z nejCastéji pouzivanych kontrastnich latek pifi zobrazovani bunék pomoci MR. Tyto
nanoCastice se vyznacuji vysokou magnetizaci, relaxivitou a biokompatibilitou.
Feromagnetické nanocCastice mohou mit az tfikrat vyS$i relaxivitu a magnetizaci nez
superparamagnetické nanocastice (Pollert et al., 2010), nicmén¢ pfidani dalSich kovovych
iontl jako kobaltu, zinku a manganu muze ovlivnit jejich biokompatibilitu a zvysit toxicitu
(Kaman et al., 2017; Veverka et al., 2007, 2014). Je nutné, aby magnetické nanocastice
pouzité ke zvySeni kontrastu béhem monitorovani MR spliiovaly nejen vysokou magnetizaci a
relaxivitu, ale aby byly biokompatibilni a netoxické, jak pro samotné transplantované bunky,

tak i pro pfijemce.

95



V této studii jsme testovali ucinek dvou typli magnetickych nanocastic,
superparamagnetickych PLL-y-Fe,O; a feromagnetickych CZF a jejich vliv na viabilitu NP-
iPS a jejich proliferacni a diferenciacni potencial do dopaminergnich neuront. V ptedchozich
studiich byl testovan efekt téchto nanocastic hlavné na potkanich nebo lidskych MSC in vitro
a in vivo ¢i nadorovych bunkéch in vitro (Babic et al., 2008; Horak et al., 2009; Novotna et
al., 2012).

Prokazali jsme, ze CZF nanocastice signifikantné zhorSuji bunécénou proliferaci NP-
bunécnou proliferaci NP-iPS byl pozorovan uz béhem prvnich par hodin inkubace a pfetrval
vice nez 40 hodin. Je zajimavé, ze u potkannich MSC (rMSC), bunék nédoru prostaty a
glioblastomil bylo potieba pouzit mnohem vyssi koncentraci nanocastic (0,55mM a 0,9mM),
aby doslo k negativnimu ovlivnéni bunééného ristu (Herynek et al., 2019; Novotna et al.,
2016). Nase vysledky naznacuji vyssi citlivost NP-iPS k CZF nanocasticim v porovnani
s odlisnymi bunéénymi typy. Tento rozdil by mohl byt zptisobeny odlisnou citlivosti bun¢k na
oxidacni poskozeni. Bylo prokdzdno, Ze nanocéstice oxidu zeleza zvySuji riziko oxidacniho
poskozeni lipidd, proteinlt a DNA (Novotna et al., 2012) a ptidani dalSich kovovych iontd
muze zpusobit dals§i problémy. Na druhou stranu PLL-y-Fe;O; nanocastice zpomalily
proliferaci NP-iPS pouze v piipadé pouziti nejvyssi koncentrace (15 pg Fe/ml). Nizsi
koncentrace PLL-y-Fe,O3; nemély vliv na bunéénou proliferaci NP-iPS.

K vyhodnoceni internalizace magnetickych nanocastic byla pouZzita TEM, ktera
prokézala ptitomnost nanocastic uvnitf endozomli nebo lysozomil v cytoplazmé, jak v
nediferencovanych NP-iPS, tak v diferencovanych buiikdch znacenych jak CZF, tak PLL-y-
Fe,Os; Spravnad internalizace nanoCastic je velmi dilezitad, protoZe mohou ulpivat na
bunééném povrchu a mit tak vliv na bunééné prostfedi (Sykova & Jendelova, 2007). NasSe
vysledky ukazuji, Ze témét 88% bunék bylo ozna¢eno pomoci PLL-y-Fe,O3, zatimco pomoci
CZF pouze necelych 72% pti pouziti nejnizsi koncentrace (Spg Fe/ml). Vys$si GCinnost
internalizace nanocastic muze byt zpisobena PLL povrchem (Babic et al., 2008; Pongrac et
al., 2016) a vysok4 ucinnost znaceni témito nanocasticemi byla pozorovana i u jinych
bunécnych typli napt. rtMSC, hMSC a neuralnich kmenovych bunék (NSC) (Novotna et al.,
2012; Pongrac et al., 2016).

Utinnost znaceni korelovala s mnozstvim Zeleza v buiikdch. Chemicka analyza obsahu
zeleza pomoci ICP-MS odhalila vyssi intracelularni koncentraci Zeleza v bunikach oznacenych
PLL-y-Fe;O3 nez v CZF znacenych bunkach. Mnozstvi Zeleza se zvySovalo v zavislosti na

pouzité koncentraci nanocastic PLL-y-Fe,O3; v rozmezi od 7-22 pg Fe na builku, zatimco
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v ptipadé¢ CZF nanocastic se mnozstvi Zeleza pohybovalo kolem 3 pg Fe na buniku. Ani pfi
zvySovani koncentrace nanoc¢astic CZF nebyly pozorovany rozdily v mnozstvi zeleza, kobaltu
a zinku. Bylo zjiS§téno, ze minimalni koncentrace Zeleza, jez je vyzadovana pro detekci
nanocastic pomoci MR, je 1,4-3 pg Fe na bunku (Heyn et al., 2005). Z tohoto diivodu je toto
mnozstvi stdle relativné vysoké pro detekci in vivo, ackoliv obsah zeleza byl u CZF
znacenych NP-iPS nizsi ve srovnani PLL-y-Fe, 05,

Krom¢ ucinnosti znaceni a mnozstvi intracelularniho Zeleza je pro detekci bunck
pomoci MR dulezita efektivita kontrastnich latek vyjadiena hodnotami relaxivity r; a rp které
popisuji schopnost snizit T} a T, relaxaéni Casy protonil vody, coz se projevi zménou intenzity
signdlu na MR skenu. K ovéfeni vizualizace oznacenych bunék pomoci MR byly NP-iPS
imobilizovany ve 4% Zelatinovém gelu. NaSe data ukazuji, Ze pouZité nanocastice dosahly
srovnatelné hodnoty relaxivity v 4% Zelatinovém gelu v zavislosti na koncentraci nanocastic.
Bunky oznacené PLL-y-Fe,O3 dosahly piiblizné dvojnasobné hodnoty relaxivity v porovnani
s CZF oznaCenymi builkami, coz odpovidd vyssi ucinnosti znadeni a vysSimu
intracelularnimu mnozstvi Zeleza v PLL-y-Fe,O3; oznacenych NP-iPS. Nicméné i pfesto
naméfena hodnota relaxivity u NP-iPS s PLL-y-Fe,O; nanocasticemi byla niz8i nez u
oznacenych rMSC a hMSC, coz by odpovidalo vyssi schopnosti endocytézy nanocastic MSC
(Babic et al., 2008; Novotna et al., 2012). Béhem diferenciace dochazelo ke snizeni MR
signdlu, coz miize byt zplisobeno asymetrickym délenim bun€k, a tudiZz nerovnomérné
distribuci nanocastic. Toto roziedovani pfijatych nanocCastic se projevuje nejen u
diferencujicich bunéénych linii, ale setkdme se s nim 1 u linii, které¢ velmi rychle proliferuji.
Nicméné vin vivo podminkidch se muize bunécny replikaéni potencial snizit a Castecné
redukovat zfed’ovani nanocastic (Park et al., 2002; Pluchino et al., 2003).

DalSim cilem studie bylo vyhodnotit efekt nanocéstic na diferenciaéni potencial NP-
iPS do dopaminergnich neuront in vitro. Riziko potencidlni karcinogeneze iPS miiZe byt
snizeno diferenciaci téchto bunék. Jednim zcili bunécné terapie je transplantace
dopaminergnich neuront u pacientli s Parkinsonovou chorobou (Hawkes et al., 2010; Yan et
al., 2005). Existuje celd tada diferenciacnich protokolll s pouZitim riznych specifickych
induktort.

V tomto pfipadé jsme NP-iPS diferencovali do dopaminergnich neuroni podle
¢trnéctidenniho protokolu. Po 2 tydnech in vitro diferenciace bunky vykazovaly neurélni
morfologii, pfevazna vétSina bun€k byla pozitivnich na ¢asny neuralni marker B-III-tubulin a
mén¢ nez 2% bungk byla pozitivni na astrocytovy marker GFAP. Nicméné pouze 8% bunék

bylo pozitivnich na dopaminergni neurdlni marker TH a na synaptofyzin, membranovy
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glykoprotein, ktery je nezbytny pro tvorbu synapsi. Zda se, ze nizké procento terminalné
diferencovanych bun¢k mize byt zplisobeno pomalou diferenciaci dopaminergnich neuronti v
podminkach in vitro (Hartfield et al., 2014; Yan et al., 2005).

Pomoci qPCR jsme sledovali vliv nanocastic na expresi neurondlnich markeri a
transkripcnich faktori regulujicich diferenciaci do dopaminergnich neuront (FOXA2, ENI,
NURRI). FOXA2 ma dulezity vliv nejen na specifikaci a Casny vyvoj dopaminergnich
neurond, ale hraje dulezitou roli 1 v pozdéjSich fazich dozravani/udrzovani dopaminergnich
neurond (Ferri et al., 2007; Lin et al., 2009; Stott et al., 2013). ENI a EN2 jsou nezbytné pro
ptreziti a udrzeni zralych DA neuronti (Simon et al., 2001). Transkripéni faktor NURRI je
dilezity pro transkripcni aktivaci genli nezbytnych pro signalizaci dopaminu, jako je napt. TH
(Saucedo-Cardenas et al., 1998; Zetterstr&ouml;m, 1997). Exprese transkripénich faktort
ENI, NURRI a enzymu TH byla zvySena v neznacenych diferencovanych bunikach a pouzité
PLL-y-Fe;O3; nebo CZF nanocastice nemély vliv na expresi téchto gend v diferencovanych
bunkach. Nicméné¢ CZF nanocastice negativné ovlivnily expresi genu FOXA2. Vzhledem
k tomu, Ze FOXAZ2 je reguladtor SHH signalizace (Mavromatakis et al., 2011), je mozné, Ze
CZF nanocastice mohou tuto cestu ovliviiovat.

Celkov¢ nase vysledky ukazuji, Ze nanocastice PLL-y-Fe,O3 se zdaji byt vhodnéjsi nez
CZF nanocastice. Vzhledem k tomu, ze neovliviluji viabilitu, proliferacni a diferenciacni
potencial NP-iPS a znaceni se zdd byt dostate¢né pro detekci in vivo pomoci MR. Nicméné
jsou potfeba dalSi experimenty s témito nanocCdsticemi na experimentdlnich modelech

neurodegenerativnich chorob in vivo.
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7 Zaveér

Hypotéza 1: Ptedpokladdme, Zze opakovana aplikace MSC do michy v kombinaci
s opakovanou aplikaci hMSC do svalu zvysi neuroprotektivni ucinek téchto bunék u
SOD1%** potkanii. Zesileni tohoto efektu by mohlo byt zpiisobeno modifikaci jednou ze ti

194 potkand.

signalnich drah bunécné smrti v mise SOD
Cil I: Prokazali jsme, zZe kombinace opakovaného intraspinalniho a intramuskularniho
podani hMSC zlepsila motorické a lokomocni schopnosti, prodlouzila prezivani, zpomalila
degeneraci MN, NMJ, expresi reaktivnich astrocytii a konexinu 43. Dale jsme pozorovali
snizeni exprese nékterych proteinui apoptozy (cl-casp 9), nekroptozy (Ripl, cl-casp 8) a
autofagie (beklin 1).

Hypotéza 2: Predpokladdme, Ze NP-iPS mohou integrovat do hostitelské tkané¢ ve vétSim
méfitku nez MSC, coz by mohlo vést k zesileni regenerace pfimym kontaktem a stabilizaci

PNN chranicich MN pred toxickym ALS prostiedim.

Cil 2: Prokazali jsme, Ze intraspinalni aplikace NP-iPS md neuroprotektivni a antiapopticky
efekt, zlepsuje motorické a lokomocni schopnosti, prodluzuje preziti a ovliviiuje expresi PNN

v mise SOD1°** potkanii.

Hypotéza 3: Predpokladdme, ze opravné mechanizmy hraji dalezitou roli v potencialni
malignité¢ hESC. Detailngj$i pochopeni, jak se hESC vyrovnavaji s poskozenim DNA, miZze

piispét k jejich budoucimu bezpecnému vyuZiti v regenerativni medicing.

Cil 3: Zjistili jsme, Ze nizké pasaze hESC opravuji DSB pomoci ligazy 3, ktera by mohla byt

soucasti MMEJ opravného mechanizmu a tim zvySuje stabilitu genomu hESC.

Hypotéza 4: Magnetické nanocastice CZF a PLL-y-Fe,Os uZivané jako kontrastni latky pro
monitorovani bunék pomoci MR mohou ovlivnit bunécnou aktivitu NP-iPS a jejich

diferencia¢ni potencial.

Cil 4: Prokézali jsme, ze PLL-y-Fe,O; jsou vhodngjsi pro znaCeni NP-iPS nez CZF

nanocastice. Neovliviiyji jejich proliferaci a difereciaci do dopaminergnich neuroni. Zaroven
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po znaCeni vykazovali dostate¢nou schopnost detekce pomoci MR. Nicméné je potieba

dalsich experimentt ke zhodnocenti jejich chovani v podminkach in vivo.
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8 Souhrn

Nase vysledky ukazuji, ze opakované intratekdlni poddni hMSC v kombinaci s
opakovanou aplikaci hMSC do svalu zpomali degeneraci MN v mise a NMJ u SOD19%*4
potkantli nejen snizenim exprese nékterych proteinti podilejicich se na signalizaci apoptozy a
autofagie, ale 1 redukci exprese proteinit zapojenych do dal§i programované bunécné smrti
jako je nekroptdza. Pozorovali jsme zlepSeni motorickych a lokomoc¢nich schopnosti potkanii

a kombinovana aplikace hMSC vedla k prodlouzeni primémé doby pieziti SOD19%*#

potkanti. Zlep3eni klinickych projevic SOD19**

potkanti a prodlouzeni jejich primémé doby
preziti bylo zaznamenano 1 po samotném opakovaném intratekalnim podani hMSC a nebo jen
po opakované intramuskuldrni aplikaci bun¢k do quadriceps femoris, nicméné na bunécné a
molekularni Grovni jsme nedetekovali zadné vyznamné zlepseni. Kombinovana aplikace
hMSC vedla i ke sniZeni reaktivity astrocytll a snizeni exprese astrocytového konexinu 43,
ktery zajiStuje hlavni homeostatické funkce a jeho zvySeni je spojeno s degeneraci MN u
ALS. Nicméné pro lepsi pochopeni piisobeni hMSC na aktivitu glialnich bunék u ALS je
potieba vice studii s detailnéjsi analyzou.

V dal$i studii potvrzujeme, ze jednim z patogennich mechanizmu u ALS je

dezorganizace PNN v mise SOD19*#

potkanid. Pomoci intraspinalni aplikace NP-iPS dochazi
k zméné exprese nékterych komponent v PNN. Nicméné ulohu jednotlivych slozek PNN u
ALS je potieba jesté¢ vysvétlit. Intraspinalni aplikace NP-iPS prodlouzila pteziti potkant a
zlepsila jejich motorické schopnosti. Toto zlepSeni piisuzujeme antiapoptickému efektu
NP-iPS a jejich sekreci neurotrofnich faktort.

Lidské embryonéalni kmenové bunky (hESC) se zdaji byt také vhodni kandidati v
bunécéné terapii neurodegenerativnich onemocnéni. Nicméné genomova nestabilita téchto
bunék je vyznamnou piekazkou pro bezpecné potencialni vyuziti hESC v klinické praxi. Ve
treti studii jsme sledovali, jakym zptsobem se hESC vyrovnavaji s poSkozenim DNA v
podminkach in vitro. Zjistili jsme, ze na poc€atku kultivace hESC jsou nebezpecné
dvoufetezcové zlomy opravovany pomoci ligazy 3 zapojené do MMEJ a ne NHEJ nebo HR,
kterd na opravu vyZaduje vice €asu. Dal§im naSim zjiSténim bylo, Ze s aktivaci MMEJ klesa
frekvence mutaci u hESC a je tak jednim z dominantnich opravnych mechanizmt v udrzovani
jejich pocate¢ni genomové stability.

Dlouhodobé sledovani biologického chovani aplikovanych kmenovych bunék je
nezbytné pro vyhodnoceni jejich potencialniho terapeutického G€inku. V posledni studii jsme

zjistili, Ze nanocastice PLL-y-Fe,O3; jsou vhodné pro znaceni NP-iPS a pro neinvazivni
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sledovani téchto bunék pomoci MR Nizké koncentrace PLL-y-Fe;O3 neovlivnily proliferacni
a diferenciacni potencidl NP-iPS, zatimco na CZF nanocastice reagovaly buiky citlivéji.
Nicméné pro potvrzeni bezpecného pouziti PLL-y-Fe,O3 nanocastic jsou nutné dalsi studie

sledujici jejich efekt v podminkéch in vivo.
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9 Summary

Our results show that repeated intrathecal administration of hMSC in combination
with repeated administration of hMSC into muscle rescues spinal cord MN and NMJ in
SOD1%** rats not only by reducing the expression of some proteins involved in signaling
apoptosis and autophagy pathway, but also by reducing the expression of proteins involved in
another programmed cell death pathway such as necroptosis. We observed an improvement in
the motor and locomotor abilities of the rats and the combined administration of hMSC
resulted in an increase in the mean survival time of the SOD19"** rats. Improvements in

19%°4 rats and prolongation of their mean survival were noted

clinical manifestations of SOD
even after repeated intrathecal administration of hMSC alone or after repeated intramuscular
administration of cells to quadriceps femoris, however, we did not detect any significant
improvement at the cellular and molecular levels. Our results confirm the hypothesis that the
beneficial effect of hMSC administration is only transient and can be amplified after repeated
administration. The combined administration of hMSC also resulted in a decrease in
astrogliosis and a decrease in the expression of astrocytic connexin 43, which provides major
homeostatic functions and is associated with MN degeneration in ALS. However, more
studies with more detailed analysis are needed to better understand the effect of MSC on glial
cell activity in ALS.

In another study, we confirm that one of the pathogenic mechanisms in ALS is the

19934 rats. Intraspinal application of NP-iPS

disorganization of PNN in the spinal cord of SOD
changes the expression of some components in PNN. However, the role of the individual
PNN components in ALS remains to be explained. Intraspinal administration of NP-iPS
prolonged rat survival and improved motor skills. This improvement is attributed to the anti-
apoptotic effect of NP-iPS and their secretion of neurotrophic factors.

Human embryonic stem cells (hESC) could be promising candidates for cell therapy in
neurodegenerative diseases. However, the genomic instability of these cells is a significant
obstacle to the safe potential use of PSC in clinical practice. In the third study, we assessed
how hESC repair DNA damage in vitro. We found that at the beginning of hESC cultivation,
double-stranded breaks with MMEJ and NHEJ and not HR are dangerous, requiring more
time for repair. Another finding was that with the activation of MMEJ, the frequency of

mutations in hESC decreased and is thus one of the dominant repair mechanisms in

maintaining their genomic stability.
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Long-term monitoring of the fate of the applied stem cells is necessary to evaluate
their potential therapeutic effect. In our last study, we found that PLL-y-Fe,O3 nanoparticles
are suitable for NP-iPS labeling and non-invasive magnetic resonance imaging of these cells.
Low concentrations of PLL-y-Fe,O; did not affect the proliferation and differentiation
potential of NP-iPS, whereas cells responded more sensitively to CZF nanoparticles.
However, the suitability of PLL-y-Fe,Os; nanoparticles for long-term non-invasive cell

monitoring needs to be confirmed under in vivo conditions.
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