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Abstrakt

Parkinsonova choroba je druhé nejcastéjsi neurodegenerativni onemocnéni postihujici ¢im dal
tim vice lidi. Projevuje se nejenom kognitivnimi problémy, ale pfedevsim i motorickymi symptomy,
které siln¢ ovliviiuji kvalitu zivota nemocnych. Pfi¢in této choroby miize byt n¢kolik. Soucasna 1écba je
pouze symptomatickd a je provazena nezddoucimi U¢inky. Jednim z modernich pfistupl terapie
Parkinsonovy choroby je transplantace kmenovych bun€k za icelem nahrazeni postizenych neuront
nebo alesponn zpomaleni jejich odumirani. Tato bakalafska prace popisuje rlzné moznosti vyuziti
kmenovych bunék k 1&¢be, pouzivané zdroje téchto bun¢k a jejich ptipadné modifikace v modelovych

i klinickych studiich.

Kli¢ova slova: Parkinsonova choroba, 1é¢ba, kmenové buiiky, dopaminergni neurony, mezenchymalni

kmenové buiiky, pluripotentni buiiky, neurdlni progenitory

Abstract

Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative disorder affecting more and
more people. It manifests itself not only by cognitive problems but primarily by motor symptoms which
influence the patient’s quality of life. There are many causes of this disease. Current treatment is only
symptomatic and is influenced by side effects. One of the modern approaches of therapy is stem cell
transplantation in order to replace the affected neurons or atleast slow down their dying. This bachelor’s
thesis describes different possibilities of stem cell use for therapy, the used sources of these cells and

their possible modifications in model and clinical studies.

Key words: Parkinson’s disease, treatment, stem cells, dopaminergic neurons, mesenchymal stem cells,

pluripotent cells, neural progenitor cells



Seznam pouzitych zkratek

6-OHDA 6-hydroxydopamin

AD-MSC mezenchymalni kmenové buiiky odvozené od tukové tkané
BDNF mozkovy neurotroficky faktor

BM-MSC mezenchymalni kmenové buiiky odvozené od kostni dfen¢
CDNF mozkovy dopaminovy neurotroficky faktor

COMT katechol-O-methyltransferaza

CORIN atrialni natriureticky peptid-konvertujici enzym

DBS hlubokéa mozkova stimulace

DR2 dopaminovy receptor 2

EN1 protein engrailed 1

ESC embryonalni kmenové bunky

FGF-20 fibroblastovy rustovy faktor 20

FOXA2 forkhead box protein A2

GDNF neurotroficky faktor odvozeny od gliovych bun¢k

GFAP glialni fibrilarni kysely protein

HLA human leukocyte antigen, lidsky hlavni histokompatibilitni komplex
iPSC indukované pluripotentni kmenové buiiky

L-DOPA levodopa

LIM proteinova doména obsahujici 2 zinkové prsty

LMX1A LIM homeobox transkrip¢ni faktor 1

LTP dlouhodoba potenciace

MAO-B monoaminooxidaza B

MAP2 protein asociovany s mikrotubuly 2

MG-132 inhibitor proteasomu

MPTP 4-fenyl-1-methyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin



MSC mezenchymalni kmenové buiky

NDF neuralni diferencia¢ni médium

Nestin protein neuroepitelidlnich kmenovych bunék
NeuN neuronal nuclei, protein typicky pro jddra neuronit
NGF nervovy rastovy faktor

NPC neuralni progenitorové bunky

NuMa protein jaderného mitotického aparatu

OCT4 oktamerni transkripcni faktor 4

oTx2 orthodenticle homeobox protein 2

Pax6 paired box protein 6

PD Parkinsonova choroba

PDG-39 dotaznik mapujici zdravotni status pacienta s Parkinsonovou chorobou
PET pozitronova emisni tomografie

ROS reaktivni formy kysliku

SHH Sonic hedgehog

SOX2 box 2 v oblasti Y rozhodujici o pohlavi

SVF stromdlni vaskularni frakce

TGF-p transformujici rastovy faktor 3

TH tyrozin hydroxylaza

Tuj-1 beta-tubulin III. tfidy

UC-MSC mezenchymalni kmenové burniky odvozené od pupecnikové $idry
UPDRS Unified Parkinson’s disease rating scale

WHO svétova zdravotnicka organizace
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1 Uvod

Parkinsonova choroba (Parkinson’s disease, PD) je po Alzheimeroveé chorobé druhé nejcastéji
se vyskytujici neurodegenerativni onemocnéni, které bylo popsano jiz v roce 1817 Iékafem Jamesem
Parkinsonem. Tato nemoc postihuje 1 % populace nad 60 let. Prevalence Parkinsonovy choroby se
podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) v pribéhu let stile zvySuje, vroce 2019 bylo
zaznamenano vice neZ 8,5 miliond pripadd po celém svétd. Z uvedenych tdaji Ustavu zdravotnickych
informaci a statistiky CR vyplyva, ze v Ceské republice bylo za rok 2022 evidovano celkem pies 18

tisic pacientti s PD ve véku nad 65 let.

Parkinsonova choroba je chronické onemocnéni projevujici se mnoha symptomy. Mezi
symptomy patii jak motorické, tak nemotorické potize. Motorické projevy jsou predevsim bradykineze,
ttes, ztuhlost a zpomaleni pohybti, nemotorické zahrnuji mentalni poruchy jako uzkosti ¢i deprese,
bolesti, problémy se spankem, paméti a myslenim. K méfeni zavaznosti symptomt a progrese PD se
od roku 1987 pouziva stupnice Unified Parkinson‘s disease rating scale (UPDRS). Tato stupnice ma 4
jednotlivé méfené Casti zahrnujici motorické i mentalni potize. Nemotorické symptomy lze dodatecné

méfit mnoha dal§imi testy, véetné kvality zivota.

Pri¢iny PD mohou byt geneticky podminéné i nepodminéné, kdy hraje roli zivotni styl
a prostredi, ve kterém clovek Zije. Nejvétsim rizikovym faktorem pro vyskyt choroby je predevsim vék,
riziko roste u pacientli nad 65 let. Zaroven byvaji Castéji postizeni muzi nez Zeny, pomér nemocnych
muzu vuci nemocnym zenam se pohybuje od 1,5 az nad 2. Tento pomér se s vékem v populaci zvysuje

(Willis et al., 2022).

Momentalni dostupna [éCba PD je pouze symptomaticka, zaméetuje se pouze na uleveni od potizi
spojenych s PD. Jako zéklad pro 1écbu motorickych symptomi se pouziva lé¢ivo levodopa, Casto
kombinované s dalSimi 1éky majicimi efekt na pohybové potize, které vétSinou snizuji nezadouci
projevy levodopy (dyskineze). Zaroveii muze byt lécba doplnéna o léky na mentdlni poruchy, jako

antidepresiva apod., rehabilitacemi, cvicenim a terapiemi.

V soucasné dobé se zkoumané moderni pfistupy snazi nalézt zpusob, jak 1éCit pficiny
Parkinsonovy choroby, nebo alespon zastavit ¢i zpomalit progresi onemocnéni. Jednim z té€chto ptistupi
je terapie pomoci kmenovych bunék, které by mohly nahradit postiZzené neurony, nebo svym ptisobenim
ovlivnit preziti neuront.. Cilem této prace je shrnout moznosti pouziti kmenovych bunck pii 1écbé
Parkinsonova onemocnéni. Prace bude zaméfena na to, jak kmenové buiiky pouzit, nebo které typy
kmenovych bunék k terapii vybrat, kdy kazdd moznost ma jiné vlastnosti, vyhody, nevyhody nebo

omezeni.



2 Parkinsonova choroba

2.1 Definice onemocnéni

PD je charakteristicka specifickou degeneraci a ztratou dopaminergnich neuront ve stfednim
mozku, v ¢asti zvané substantia nigra pars compacta (obr.1). Tato oblast je soucésti bazalnich ganglii,
jeji funkci je produkce neurotransmiteru dopaminu, ktery ovliviluje corpus striatum, a tvoii tak

nigrostriatalni systém dilezity pro pohyb.

Substantia Nigra

Midbrain

Slice of the
midbrain L
(side view)

Substantia nigra parts
[] Pars compacta
|:| Pars reticulata

o]

[
Cleveland
Clinic

Slice of the midbrain (top view)

Obrazek 1: Lokalizace substantia nigra
Substantia nigra je soucdsti stredniho mozku. Dopaminergni neurony obsahuje jeji cast — pars
compacta. Prevzato z CLEVELAND CLINIC, 2022

2.1.1 a-synuclein

Typickym znakem PD je vyskyt Lewyho télisek v postizenych neuronech. Jedna se o agregaty
proteint, predevsim a-synucleinu (Baba et al., 1998), ktery se bézné vyskytuje v presynaptické oblasti.
Fyziologicka funkce monomert tohoto proteinu spociva v kontrole exocytozy presynaptickych vacki
obsahujici neurotransmiter interakci se SNARE komplexem (Burré et al., 2010), a také v kontrole
endocytozy interakci s klathrinem (Calabresi et al., 2023). Pokud je exprese genu pro o-synuclein
deregulovana (produkce proteinu se navysi), zvySuje se tim riziko vzniku PD (Soldner et al., 2016).
Overexprese tohoto proteinu narusuje tvorbu signall, dostupnost dopaminovych receptori 2 (DR2)
a vylévani dopaminu do synaptické Sté€rbiny (Lin et al., 2020). Zaroven je prokazana i souvislost stievni

mikrobioty s PD. Konkrétni mikrobiota je schopna ovlivnit vznik a-synucleinové patologie,



transplantovany mikrobiom od pacienta s Parkinsonovou chorobou zhorSuje motorické funkce mysi

vice, nez od zdravého darce (Sampson et al., 2016).

2.1.2 Neurozanét

Mezi dal$i procesy ovlivilyjici progresi PD patti dlouhodoby chronicky neurozanét vyskytujici
se jiz v Casnych stadiich nemoci, ktery zptisobuje poskozeni a degradaci neuronti (Yacoubian et al.,
2023). Neurozanét v postizenych oblastech mozku je zpisoben aktivovanymi mikrogliemi, které
produkuji prozanétlivé cytokiny a aktivuji tak dalsi slozky imunity. Zaroven byla potvrzena infiltrace
substantia nigra CD4+ a CD8+ T buiikami ve zvifecim modelu PD, modely s deficitem CD4+ T bun¢k
zaznamenaly snizenou ztratu neuront po navozeni PD patologie (Brochard et al., 2009). Neurozanét

také souvisi s dal$imi patologickymi procesy jako jsou mitochondrialni dysfunkce a oxidativni stres.

2.1.3 Mitochondrialni dysfunkce a oxidativni stres

Mitochondridlni dysfunkce, predevsim komplexu I elektrontransportniho fetézce (Janetzky et
al., 1994), snizuje syntézu adenosintrifosfatu a zvySuje produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), které
zplsobuji s tim spojeny oxidativni stres (Hsu et al., 2000). Tyto faktory mohou zase zpétn¢ aktivovat

nebo podporovat imunitni reakce.

2.1.4 Modely PD

Mezi nejcasté€ji pouzivané zvireci modely PD patii mysi nebo potkani, poptipadé opice, kdy
patologie je navozena ptedevSim latkami 4-fenyl-1-methyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) nebo
6-hydroxydopaminem (6-OHDA). Organicka slou¢enina MPTP po vniknuti do mozku pulsobi jako
neurotoxin, ktery selektivné poskozuje komplex I dopaminergnich neurond v substantia nigra.
Zpisobuje tak motorické i nemotorické projevy PD (Choudhury & Daadi, 2018). Slou¢enina 6-OHDA
po vstupu do neuronti podporuje tvorbu ROS, oxidativniho stresu a apoptozy, a ni¢i tak dopaminergni

neurony ve striatu (Chi et al., 2019).

2.2 Lécba

V soucasné dobé¢ neexistuje pouzivana 1écba, ktera by dokazala Parkinsonovu chorobu vylécit.

Veskera terapie se zameétuje na potlaovani symptomd, a to jak motorickych, tak nemotorickych.

2.2.1 Farmakologicka terapie

Levodopa je standardné pouZivany 1€k ke snizeni bradykinetickych symptom@ PD (Cilia et al.,
2020). Jedna se o prekurzor dopaminu, ktery miZe piechazet pies hematoencefalickou bariéru,
a doplnovat tak chyb¢jici dopamin v mozku. Na dopamin je levodopa pifeménovana enzymem

DOPA-dekarboxylazou (obr.2).
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Obrazek 2: Reakce piemény levodopy na dopamin
Premeéna levodopy (L-DOPA) na dopamin je zprostiedkovana enzymem
DOPA-dekarboxylazou. Prevzato z MYS 721TX, 2013

Jelikoz se tento prekurzor miize premeénit na dopamin jiz v periferii a ztratit tak schopnost prejit
pies hematoencefalickou bariéru do mista urceni, je s levodopou podavana dal$i chemicka latka
karbidopa. Ta puisobi jako inhibitor periferni DOPA-dekarboxylazy, zvySuje tak biologickou dostupnost
levodopy a také snizuje vyskyt vedlejsich a¢inku, napt. zlepSeni off stavil, nebo nevolnost (Trenkwalder
et al., 2019). On stavy nastupuji v dob& po podani 1€ku, kdy 1é¢ivo poskytuje zadouci ucinek, zatimco
off stavy nastavaji po n¢kolika hodinach a jsou typické zhorSenymi symptomy. Dal§im nezadoucim
ucinkem dlouhodobého uzivani levodopy muze byt snizovani U¢innosti nebo dyskinézy, coz jsou
mimovolné zaSkuby, které se Casem zhorSuji (Wu et al., 2019). U pokro€ilych stadii PD nemusi byt
oralni podavani levodopy dostacujici kvili zhorSujicim se vedlejsim ti¢inkiim. Tento problém Ize vytesit
kontinualnim podavanim 1éCivé latky pomoci intestindlniho gelu, ten umozni stalou hladinu levodopy

v plazmé a vede ke zlepSeni dyskinezi (Olanow et al., 2014).

Agonisté dopaminu jsou dal§i moznosti terapie PD, jedna se o chemické latky, které mimikuji
funkci dopaminu jako neurotransmiteru, vazi se predevsim na DR2 receptory a tim je aktivuji. Pfi jejich
samostatném uzivani maji mensi vyskyt vedlejSich G¢inkd neZ levodopa, del§i polocas, ale nizsi
ucinnost, proto se nejéastéji podavaji spoleéné s levodopou za G¢elem snizeni jejich nezddoucich ucinkd
(Cacareni & Musicco, 2001). Dopaminové agonisty délime na ergolinové a non-ergolinové. Agonisty
s ergolinovou strukturou se ov§em v klinické praxi nepouzivaji z divodu vyvolavani zdravotnich potiZi

srde¢nich chlopni (Peralta et al., 2006).

Dalsi léky pouzivané pro 1écbu Parkinsonovy choroby jsou inhibitory enzymu
monoaminooxidazy B (MAO-B). Tento enzym se nachazi ve vnéj$i mitochondrialni membréané a jeho

funkci je degradace dopaminu vychytavaného ze synaptické Stérbiny. Kdyz dojde k jeji inhibici, zvysi
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se mnozstvi dopaminu na synapsi. Tyto latky se daji pouzivat v rané fazi choroby, nebo v pozd¢jsi fazi

spolecné s levodopou a napomdhaji zmiriiovat motorické symptomy (Rascol et al., 2005).

Inhibitory katechol-O-methyltransferazy (COMT) jsou dal§i moznosti dopliiujici 1écby
k levodopé. COMT je enzym degradujici katecholaminy, tedy i levodopu a snizuje tak jeji dostupnost
pro pfechod pies hematoencefalickou bariéru do mozku (Fabbri et al. 2022). Inhibice tohoto enzymu
tedy prodluzuje zivotnost levodopy v periferii, zkracuje off periody, zlepSuje motorické problémy

a snizuje potfebnou davku levodopy (Ferreira et al., 2016).

Amantadin je léCivo pilivodn€ pouzivané proti chiipkovému onemocnéni, ale je ucinné
i pfi terapii Parkinsonovy choroby. Jedna se o antagonistu N-methyl-D-aspartatovych receptori, ktery
zvySuje extracelularni hladinu dopaminu v mozku (Mizoguchi et al., 1994). Pomaha tak zmiriovat

dyskineze vyvolané uzivanim levodopy (Wolf et al., 2010).

Anticholinergika jsou latky, které blokuji aktivitu neurotransmiteru acetylcholinu a tim
napravuji nerovnovahu hladin s dopaminem. Jedna se o prvni 1é¢iva pouZzivana k terapii PD, v dnesni
dobé¢ se ovSsem od nich upousti z divodu vyskytu ¢etnych nezadoucich ucinkd ovliviiyjicich motorické

i kognitivni funkce pacientti (Saeedi et al., 2021).

2.2.2 Neurochirurgicka lé¢ba

Chirurgickou moznosti terapie pokrocilé PD, pfedevS§im pohybovych symptomt, je hluboka
mozkova stimulace (deep brain stimulation, DBS). Tento zékrok spociva v zavedeni sond do mozku
napojenych na neurostimulator. Tento stimulator poté vysila slabé elektrické impulzy a stimuluje tak
danou c¢ast mozku, ktera je centrem pro fizeni hybnosti. Nejcastéjsi cilové oblasti mozku
pro neurostimulaci jsou subthalamické jadro vedle substantia nigra a globus pallidus medialis (Reddy
et al., 2019). Tato terapie je nejvhodnéjsi pro pacienty spise nizsiho véku, bez kognitivnich poruch, ktefi

reaguji na dopaminovou lécbu, ale maji zhorSené vedlejsi symptomy (Moro et al., 2016)

2.2.3 Moderni pristupy

Imunoterapie jako moderni pfistup terapie PD spoc¢iva v aplikaci monoklonalnich protilatek,
které se navazuji na extracelularni agregujici a.-synuclein. U tohoto proteinu bylo prokazano jeho Sifeni
z buiiky na bunku, a tudiz i progresi této patologie spojené s PD (Desplats et al., 2009). Protilatky
proti a-synucleinu snizuji jeho agregaci, zpiisobuji tak zlepSeni neurodegenerativni patologie a maji
neuroprotektivni ucinek v mySich modelech (Masliah et al., 2005). Nedavné studie provadéné
na pacientech s PD bohuzel neprokazaly dlouhodob¢jsi ucinky a progrese choroby byla srovnatelna jako

pri pouziti placeba (Lang et al., 2022).

Ptistupy k 1écbé PD genovou terapii se daji rozdé€lit na 2 typy s odliSnymi cili. Prvnim typem

jsou nemoc nemodifikujici a druhym nemoc modifikujici cile. Cilem prvniho typu jsou enzymy
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podilejici se piedevsim na syntéze dopaminu / pfeméné¢ levodopy v dopamin — dekarboxylaza
aromatickych L-aminokyselin, tyrozin hydroxyldza (TH), a guanosintrofosfat cyklohydroléza, jejichz
exprese se zvysi zavedenim gend virovymi vektory do piislusné ¢asti mozku (Palfi et al., 2014). Nemoc
modifikujici cile maji za kol ovlivnit progresi samotné PD, tedy sniZzit ztratu bun¢k nebo podpofit jejich
regeneraci (Dumbhare et al. 2023). Ptikladem zavaddéného genu mize byt gen pro neurotroficky faktor

odvozeny od gliovych bunék (GDNF), ktery podporuje riist a pieziti neuront (Kells et al., 2010).

Diky selektivni degeneraci dopaminergnich neuronti pfi PD se nabizi jako dal$i moznost 1écby
bunéén4 terapie, tedy transplantace tkani nebo kmenovych bun¢k, které zpomali degeneraci postizenych
neurontl nebo je nahradi (Fricova et al. 2020). MoZnostmi vyuziti riznych druhi kmenovych bunék jako

1écby PD se budou zabyvat nasleduji ¢asti této prace.

3 Kmenové bunky

3.1 Definice
Kmenové buiky jsou charakterizovany piedevsim 2 vlastnostmi: schopnosti obnovovat sebe
sama a diferencovat se v rizné bunécné linie. Klasifikovat je mizeme na zékladé poctu linii, ve které
mohou diferencovat, tedy podle jejich potence. Tyto typy bunék se postupné béhem vyvoje méni v ty

s nizsi potenci (Singh et al., 2016).

3.2 Klasifikace

Nejvétsi potencial maji bunky totipotentni, které vznikaji ze zygoty a jsou schopné dat vznik
veskerym embryonalnim a neembryonalnim bunkam, tedy i celému organismu. O stupen nize jsou
buniky pluripotentni, které maji potencial generovat veskeré bunééné typy v organismu, tedy
diferencovat se ve vSechny 3 zarodecné listy. Multipotentni kmenové bunky maji sviyj diferenciacni
potencial omezeny jen na bunky typické pro jednu konkrétni tkan. Ptikladem mohou byt hematopoetické
bunky, které se podileji na krvetvorbé generovanim krevnich bunék (Servenych i bilych krvinek
a krevnich destic¢ek). Takto potentni typ lze nalézt na n€kolika mistech i v dosp€lém jedinci. Posledni

moznou potenci je unipotence, tedy schopnost diferencovat se pouze v jeden bunény typ (Singh et al.,

2016).

4 Vyuziti kmenovych bunék v terapii PD

4.1 Pocatky bunécné terapie
Prvni pokusy o transplantaci bun¢k za ucelem 1écby PD byly provedeny jiz pted nékolika
desetiletimi, a to za pouziti fetalni tkané jako zdroje. Transplantace fetalni tkané stfedniho mozku (6,5
az 9 tydnd staré) do putamenu pacienta s Parkinsonovou chorobou prokazala zlepSeni motorickych

symptomt pii kazdodennich aktivitach i zlepSeni off stavlii. Neuropatologicka vySetfeni potvrdila



dlouhodobé pieziti transplantovanych bun¢k (18 mésicli), jejich normalni morfologii, striatalni
reinervaci a znatelny rst neuritd. Pozitronova emisni tomografie (PET) zaznamenala zvySené
vsttebavani fluorodopy v putamenu (obr.3). Jiné studie ovSem takto uspésné vysledky nezaznamenaly,
jelikoz se zd4, Ze zalezi mimo jiné na stéfi plodu, ze kterého jsou buiiky pouzity (z ditvodu stupné vyvoje

mozkové tkan¢), a kvalité uchovavani (Kordower et al., 1995).

Before
transplantation At 6 months At 12 months

Obrazek 3: PET sken zobrazujici zvySené vstiebdvdni fluorodopy.
PET skeny zobrazuji vstiebavani fluorodopy v putamenu pacienta s PD pred, 6 mésicii a 12
mésicii po transplantaci fetalni tkané. Prevzato z Kordower et al., 1995

Prestoze vysledky na zvifecich modelech byly vesmés pozitivni, klinické studie ov§em mély
zaveéry ruznorodé, nejednoznacné a potykajici se sriznymi komplikacemi, jako imunitni reakce
na transplantat, nezaznamenana zlepseni ¢i etické problémy (Fricova et al. 2020). Nékteré studie hlasily
i zhorSeni nékterych symptomu, napt. dyskineze, a samy nedoporucovaly pouziti fetalni tkdné
k transplantaci a 1é€bé PD (Olanow et al., 2003). Od té doby jsou cilem studii pfedev§im jiné druhy

kmenovych bungk a jejich zdroji, které jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

Nize popsané piistupy se li§i pivodem transplantdtu — pii alogenni transplantaci pochazeji
buiiky z jiné osoby (od darce) a v pfipadé autologni jsou pouzité buiikky odebrany piimo z nemocného
pacienta. Zaroven existuje nékolik zplsobll vneseni transplantovanych bunék do pacienta, napf.

intravenozni €i intranasalni injekce, nebo operacni transplantace pfimo do mozkové tkane.

4.2 Mezenchymalni kmenové buiky

Prvnim typem bunék pouZzivanych pro transplantaci jsou mezenchymalni kmenové buiky
(mesenchymal stem cells, MSC). V téle je Ize nalézt na mnoha mistech, zde jsou zminéna tfi nejcastéji
pouzivana, a to buiiky izolované zkostni dfené, tukové tkané a pupecni Sitry. MSC jsou
charakterizovany jako bunky majici adherenci k plastu, exprimujici specifické povrchové antigeny
(+CD105, +CD73, +CD90, -CD45, -CD34, ...) a schopné in vitro diferencovat v osteoblasty, adipocyty
a chondroblasty (Dominici et al., 2006). Vyhodnou vlastnosti podporujici vyuziti MSC k transplantacim
jsou jejich imunomodula¢ni schopnosti, jako je inhibice proinflamacnich cytokini (Aggarwal

& Pittenger, 2005), snizeni aktivity mikroglii, ochrana neuront produkci transformujiciho ristového



faktoru p (TGF- B), nebo zpomaleni neurodegenerace (Chao et al., 2009). Stejné tak nemaji tumorogenni

potencial a jejich pouzivani neprovazi etické problémy.

4.2.1 Kostni dien
Prvni moznosti pivodu pouzitych bunék jsou MSC ziskané z kostni diené¢ (BM-MSC).
Nize popsané studie rizné¢ modifikovaly MSC pied transplantaci, aby podpofily jejich terapeuticky

ucinek.

4.2.1.1 Modifikované BM-MSC v modelech PD

Mezenchymalni kmenové bunky z kostni diené lidi byly pomoci virového vektoru geneticky
upraveny tak, aby produkovaly GDNF. Potkani model PD byl navozen neurotoxinem 6-OHDA
injikovanym do striata, kde jeho podani vytvortilo 1ézi. Efekt transplantace modifikovanych MSC
do striata na zlepseni stavu potkanii po vyvolani 1éze byl méfen jednak behavioralnim testem stanovenim
poc¢tu rotaci potkana navozenych amfetaminem a také imunohistochemicky sledovanim obnovy
dopaminergnich axonll v mist¢ transplantace MSC. ZlepSeni v pohybovych testech nastalo jen u potkanti
s MSC produkujicich GDNF, u potkant s netransdukovanymi MSC se tak nestalo. Stejné tak hustota
axonil dopaminergnich neuronil se po 5 tydnech zvysila u GDNF-MSC, ale ne u kontrol. Nicmén¢
zaroven byla pozorovana nizka schopnost pfeziti transplantovanach bunck, jako mozny divod byl

uveden alogenni ptivod transplantatu (Glavaski-Joksimovic et al., 2010).

Nasledujici studie zkoumala efektivitu tfi rlznych zpisobll transplantace MSC taktéz
v potkanim 6-OHDA modelu PD. Bunky byly geneticky upraveny, aby exprimovaly mozkovy
dopaminovy neurotroficky faktor (CDNF), a byly jednorazové zavedeny potkanim témito tfemi
zpUsoby: intraven6zng¢, intrastriatalné a do lateralni mozkové komory. Potkani byli testovani po dobu 6
tydnti od transplantace opét stanovenim poctu rotaci navozenych amfetaminem a po¢tu dopaminergnich
neurontl v substantia nigra pozitivnich na TH. Intraven6zné transplantovani potkani neprokazovali
zadné statisticky vyznamné zlepS$eni oproti kontrolam ani v jednom z testt, jako nejucinnéjsi se ukazala
injekce MSC do striatu. Sami autofi navrhli, Ze divodem nedostatecného ti€inku intraven6zniho podani

mohl byt piili§ nizky pocet pouzitych bunek (Jiaming & Niu, 2014).

Dalsi moznosti upravy MSC pred transplantaci je jejich priming. Kyselinu mocovou jako silny
antioxidant lze k tomuto primingu pouzit, v naivnich MSC navozuje vys$si hladinu glykolyzy, podporuje
jejich sebeobnovovaci schopnost, ale nezptsobuje diferenciaci, zvySuje expresi transkripcnich faktori
regulujicich vlastnosti kmenovych bungk, jako jsou Nanog, oktamerni transkripéni faktor 4 (OCT4)
a (oblast Y rozhodujici o pohlavi)-box 2 (SOX2), inhibuje apoptotické signaliza¢ni drahy, a takto
oSetfené buniky maji poté neuroprotektivni ucinky. MPTP mysi modely s intravendzné podanymi MSC
péstovanymi s kyselinou mocovou zaznamenaly na rozdil od modelti s MSC bez primingu vyssi vyskyt

TH-pozitivnich neuronti, vyznamné;js$i neuroprotektivni a¢inky (naméfené podle snizeni hladiny $t€pené


https://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_factor

kaspazy 3), snizeni proinflamacnich cytokintl a nejvyraznéjsi zlepSeni motorické koordinace na rotarodu

(Kim et al., 2021).

4.2.1.2 Naivni BM-MSC v modelech PD

Na rozdil od ptfedchozich tvrzeni nésledujici studie prokazala vcelku velky ucinek nijak
upravenych a intraven6zné podanych MSC z kostni dfen€. Byl pouzit potkani model PD vyvolany
subkutannim podanim inhibitoru proteasomu (MG-132) v Sesti davkach po dobu 2 tydnl. Po tfech
tydnech po ukonceni podavani MG-132 byly aplikovany lidské MSC 1x tydné po dobu 3 tydni
do ocasni zily. Imunohistochemicka analyza mozku prokazala, ze zalé¢eni MSC zpusobilo 50% nartst
preziti neuront v substantia nigra pozitivnich na TH oproti kontrolam, navyseni hladiny dopaminu,
a zaroven sniZzeni mikroglialniho markeru signalizujiciho jejich aktivaci. Pouzité buiky byly
po transplantaci identifikovany pomoci barveni proteinu jaderného mitotického aparatu (NuMA)
specifického pro lidské bunky (obr. 4), a bylo zjisténo, ze na misté ureni ptezilo asi 1,7 % celkového
injikovaného poctu. Zaroven byly tyto bunky testovany pouzitim protilatky proti TH, které dokazaly,
7ze 36 % prezivsich MSC mélo fenotyp TH-pozitivnich neurond. Vysledky testi chovani taktéz

prokazovaly zlepSeni po dobu 10 tydnt, jednalo se vSak o jiny princip testovani nez vyse uvedené studie,

ktery se obtizn¢€ porovnava s jinymi studiemi (Park et al., 2008).

NuMA TH merge

Obrazek 4: Imunofluorescencni barveni bunék v substantia nigra
MSC buriky byly oznaceny NuMA barvenim (zelené), neurony pozitivni na TH (Cervené)
a prekryti téchto signalii ukazuje, ze dana MSC se transformovala v dopaminergni neuron. Prevzato
z Park et al., 2008

Z téchto poznatkil by se dalo usuzovat, ze velmi zalezi na pouzitém poc¢tu bunék v davce. Studie
neprokazujici vliv naivnich MSC injikovala 60 000 bunék, zatimco druha studie dokazujici pozitivni
efekt pouzila celkem 6 milioni bun¢k rozdélenych do 3 davek. Studie se zaroven liSily v pouZzitém
modelu PD. Park et al. pouzil MG-132, ktery po systémovém podani zplisobuje postupnou degeneraci
dopaminergnich neurontl, a experiment zaznamenal pfedevs§im zpomaleni progrese odumirani téchto
neuront (Park et al., 2008). Na druhou stranu ostatni studie pouzily model vyvolani 1éze ptisobenim
6-OHDA nebo MPTP, které v tu chvili znici ¢ast dopaminergnich neuront a MSC mély efekt prevazné
v obnoveni jejich vladken. Stejné tak se vyskytuje problém v absolutnim porovnavani efektu

na motorické symptomy, jelikoz studie nemaji jednotnou formu a mohou pouzivat jiné typy testt.



4.2.1.3 Klinické studie BM-MSC
Pfestoze neurotoxiny dokdzou v modelech PD navodit degradaci dopaminergnich neuront
a s tim spojené pohybové nedostate¢nosti, nejedna se o prirozeny prubeh nemoci. Parkinsonova choroba
je komplexni onemocnéni a je tieba zkoumat vliv terapie na celkovou pfirozenou patologii na lidskych

pacientech.

Ptikladem studie, kterd provedla autologni transplantaci MSC z kostni diené, je studie
Aleksandra Boiky z roku 2020. Transplantace byla uskutecnéna na 12 pacientech s PD a byla méfena
zména motorickych i nemotorickych symptomi 1 a 3 mésice po transplantaci. Naivni kmenové bunky
byly odebrany z kostni dfené, inkubovany a namnoZzeny do potiebného mnozstvi. Podle osobnich potieb
a potencionalnich hrozeb pro pacienta byly zvoleny 2 moznosti zavedeni MSC do t€la. Prvnim
zplisobem byla systémova — intravenodzni transplantace, s davkou 0,5 — 2 miliony bunék na 1 kg
hmotnosti pacienta. Druhy pfistup byl tandemovy — nejprve prvni varka MSC intranasalni aplikaci
apoté druha intravenézni. Po prvnim mésici se prokazalo zlepSeni motorickych symptomut
podle stupnice UPDRS 0 9 % v off stavu, stejné tak po 3 mésicich. Zmény v on stavech byly statisticky
nevyznamné. U nemotorickych symptomt byly zmény vyrazngjsi, napt. podle Hamilton depression
scale doslo ke zlepSeni 0 36 % po 1 mésici a 0 44 % po 3 mésicich. Nedostatkem této studie bylo jeji

veelku kratkodobé trvani (Boika et al., 2020).

Druha studie z roku 2021 pouzivajici alogenni MSC z kostni dfen¢ testovala navic bezpecnost
a imunogenicitu po transplantaci u 20 pacientd. Byly pouzity buniky od zdravého donora a dopraveny
do pacientdl intraven6zné€ pouze 1 davkou, ve 4 skupinach po 5 lidech, které se lisily mnozstvim bunék
(1, 3, 6 a 10 milionu na kg pacienta). Vyhodnocovani probihalo po 2, 12, 24 a 52 tydnech v téchto
aspektech — koncentrace cytokinli, chemokinti a ristovych faktorti, hladina anti-human leukocyte
antigen (anti-HLA) protilatek a zlepSeni motorickych symptomu. Vysledkem bylo potvrzeni
bezpecnosti, jako nejcastéjsi potize se vyskytly u 20 % pacientll dyskineze ¢i hypertenze. Hladina
anti-HLA protilatek se po provedené jednorazové infuzi nezménila nebo snizila, nevyvolala tedy
imunitni odpovéd’. Zaroven byla zaznamenana snizena koncentrace proinflamacnich cytokini a zvySena
koncentrace mozkového neurotrofického faktoru (BDNF), a to nejvyznamnéji u skupin s vyssi davkou
MSC. Stejné tak bylo u téchto skupin prokazano nejvétsi zlepseni motorickych symptomu dle UPDRS.

rrrrr

pusobeni na PD (Schiess et al., 2021).

Dalsi moznosti zavedeni MSC do téla je piima transplantace bun¢k do mozku. V této studii byla
transplantace provedena bilateralni injekci alogennich bunék za anestezie do subventrikularni zony
mozku. Ta je sidlem neurdlnich kmenovych bunék, dochazi tak po transplantaci k jejich aktivaci

a proliferaci. U pacientli bylo 12 mésicti po transplantaci zaznamenano zlepSeni UPDRS skore o 22 %
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a to tak, ze tiroven zlepsSeni korelovala s délkou nemoci, ¢im ¢asnéjsi faze PD, tim vyznamnéjsi pokles

projevi (Venkataramana et al., 2012).

4.2.2 Tukova tkan
Mezenchymalni kmenové burky ziskané z tukové tkané¢ (AD-MSC) Ize odebrat jednoduseji

a mnohem mén¢ invazivné nez v pripadé kostni diené. I tyto buiiky lze pfed transplantaci modifikovat.

4.2.2.1 Modifikované AD-MSC v modelech PD

V nasledujicim ptipadé byly pouzity lidské MSC v mySim modelu PD navozeném 6-OHDA.
Celkem byly v experimentu testovany 4 skupiny mysi — kontrolni model PD, mysi s intrakranialné
injikovanym samostatnym GDNF, poté neupravenych MSC, a nakonec geneticky upravené MSC
exprimujici GDNF. Po 6 tydnech tohoto experimentu studie potvrdila vliv GDNF na preziti
transplantovanych bun¢k a jejich diferenciaci v neuronalni butiky. Ze vSech ¢tyrech skupin byl prokazan
nejvyssi pocet piezivsich a diferencovanych transplantovanych bunék u skupiny MSC-GDNPF, stejné tak
TH-pozitivnich bunék a nejvyznamnéjsi zlepSeni v motorickych testech (apomorfinem vyvolané rotace
a rotarod). Druhé nejlepsi zlepSeni zaznamenaly MSC neexprimujici GDNF. Jako divod nejlepSich
vysledki u upravenych MSC autofi navrhuji, Ze by mohla byt kapacita téchto bun¢k diferencovat
v neuroepitelialni protein (Nestin), glialni fibrilarni kysely protein (GFAP) a beta-tubulin III. tfidy

(Tuj-1) pozitivni bunky zpiisobena kontinualnim uvoliovanim GDNF z nich samych (Sun et al., 2020).

Dal$i moznosti upravy AD-MSC pied transplantaci je jejich kultivace v neuralnim
diferencia¢nim médiu (NDF) indukujici neuronalni diferenciaci. Tento postup pouzila nasledujici studie,
kde byly v 6-OHDA vyvolaném potkanim modelu PD transplantovany autologni burky, jedné skupiné
naivni MSC a druhé bunky péstované v NDF. Diferenciace téchto bunék byla potvrzena in vitro
(pritomnost markert Nestin, Tuj-1, TH, neuronalni jaderny protein (NeuN) a mnoho dalsich), bylo
ovSem prokazano, ze tato diferenciace je nestabilni a dochazelo ke snizovani exprese markerd v Case.
Vysledkem tohoto experimentu po 4 tydnech bylo stejné zlepSeni v amfetaminem indukovanych
rotacich u obou skupin (az na polovinu oproti kontrole), ukazujici stejny €¢inek naivnich i upravenych
MSC bunék a potvrzujici, ze diferenciace MSC pomoci média pred transplantaci je nedostate¢na.
Imunohistologicka analyza prokazala pteziti transplantovanych bun€k v substantia nigra, ale
nedetekovala ko-expresi s TH, tedy nedoslo k diferenciaci v dopaminergni neurony. Doslo ovSem
ke snizeni zanétu a aktivace mikroglii potvrzujici neuroprotektivni efekt na postizené neurony
a poukazujici na terapeuticky mechanismus, ktery spo¢iva v modulaci neurozanétu zplsobeném
oxidativnim stresem a sekreci ristovych faktord podporujicich ptezivani neuronil. Toto bylo potvrzeno
in vitro pomoci polymerazové fetézové reakce, ktera prokazala produkci BDNF, GDNF a nervového

rustového faktoru (NGF) u pouzitych AD-MSC (McCoy et al., 2008).
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4.2.2.2 Naivni AD-MSC v modelech PD

Vcelku velkym nedostatkem studii na modelech PD je jejich velmi kratké trvani, coz vede
k nedostatku dat o dlouhodobém ucinku a pteziti transplantovanych bunék. Toto se snazila napravit
nasledujici studie z roku 2015, ktera zkoumala vliv nejen na motorické ale i kognitivni symptomy, které
k projeviim PD neodmyslitelné patii. Vyuziti naivnich lidskych AD-MSC na potkanim 6-OHDA modelu
PD ukazalo po 6 mésicich zvySeni poctu TH pozitivnich bun€k, posileni hipokampalni
naznacuje, ze terapeuticky u¢inek MSC spocivd ve vytvofeni mikroprostfedi v misté potieby
vyvolavajici neuroprotektivni efekt. Jako kognitivni test paméti bylo pouzito bludisté a motorickym
testem bylo méfeni amfetaminem vyvolanych rotaci. Vysledkem po 6 mésicich bylo znatelné zlepSeni
pameéti, ale efekt na motorické symptomy se postupné vytracel az na hladinu kontroly bez transplantace

(Schwerk et al., 2015).

Z tohoto se zda, ze pouze geneticky upravené MSC maji potencial diferencovat v neuronalni
bunky, coz se lisi od vysledkt studie od Park et al. 2008. Potvrzeno ovSem bylo, ze naivni MSC
vyvolavaji neuroprotektivni efekt, ktery dokaze alespon zpomalit degenerativni postup PD. Problémem

zustava nedostate¢ny dlouhodoby ucinek, ktery se po jednorazové transplantaci mize vytracet.

4.2.2.3 Klinické studie AD-MSC

Nasledujici studie pouzila k 1écbé 77leté pacientky s dlouhou historii PD autologni buiky
z tukové tkané. MSC byly odebrany liposukci z abdomenu, centrifugovany, pomoci kolagenazy
izolovany buiiky stromalni vaskularni frakce (SVF), ty adherentni byly poté pasaZovany a pfed infuzemi
byla také kontrolovana jejich kvalita (sterilita, pfitomnost povrchovych markerti apod.). Infuze byly
pacientce podavany intravendzné po dobu 2 a pul let, prvnich dvacet davek jednou za meésic a poté
jednou za 2 mésice. Na jednu davku ptipadlo pokazdé ptiblizn€¢ 200 miliond bun¢k. Po 8-10 davkach
doslo k signifikantnimu zlepSeni fady motorickych symptoma dle skaly UPDRS (ze 14 na 2), zmirnéni
dyskinezi i moznosti sniZzeni davek jiz podavanych 1ékid. Po 21. infuzi nastalo lehké zhor$eni v nékterych

pozorovanych aspektech, coZ mohlo byt zpisobeno zménou davkovani (Vij et al., 2023).

V dalsi studii byla provedena u 2 pacientl jednorazova transplantace autolognich bun¢k z SVF.
Lisila se ovSem zptsoby injekce. Davka ptiblizn€ 60 milioni bun¢k byla u prvniho pacienta injikovana
do oblicejovych fascii a svali. U druhé¢ho pacienta byla provedena kombinace zminénych injekci
a intranasalniho podani. Zlepseni motorickych (v on stavech, dle UPDRS) i nemotorickych symptomil
bylo pozorovatelné jiz po 2 tydnech, u prvniho pacienta sledované stale i po 5 letech. (Carstens et al.,

2020).

M o

4.2.3 Pupecni Siira
Posledni moznosti zdroje pouzitelného k izolaci MSC je pupecni $nira. Jedna se o neinvazivni

zakrok, na rozdil do predeslych, bunky ovSem budu vzdy alogenni. Zaroven pupecni $idra obsahuje
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nejvetsi koncentraci kmenovych bun¢k (UC-MSC) oproti tukové tkani a kostni dfeni (ta obsahuje viibec

nejméné MSC) (FriCova et al., 2020).

4.2.3.1 Naivni UC-MSC

Nasledujici studie pouzila lidské UC-MSC a po intranazalni implantaci pozorovala jejich ti€inky
v mySim MPTP modelu PD. Pupecni $nira byla nékolikrat promyta, zbavena cév a kousicky
Whartonova rosolu byly pfeneseny do specidlniho média, kde byly bunky pasazovany. Po cytometrické
analyze byly MSC injikovany do nasalni dutiny, a to kazdy den po dobu 5 dni. Poté byly provedeny
na mysich 2 rizné testy na vyhodnoceni motorickych schopnosti, zaléCené mysi se dostaly na téméer
stejné skore jako mysi zdravé. Diivodem takto uspésného vysledku by mohlo byt kontinuélni podavani
MSC a velmi kratké trvani experimentu (nevypovidajici o dlouhodobém ucinku). Stejné¢ tak doslo
k zvySeni hladiny dopaminu, sniZzeni po¢tu mikroglii a koncentrace proinflamacnich cytokint, faktoru
nekrotizujici nadory-a a interleukinu-6, nebo ovlivnéni slozeni mikrobioty a neurotransmiteri ve stfeve.
Byly tedy dokazany pozitivni G¢inky MSC na pohyb, degradaci dopaminergnich neurond inhibici

neurologického zanétu, a propojeni mozku se sttevem v mysim PD modelu (Sun et al., 2022).

Nasledujici studie pouzila intravenézné transplantované UC-MSC v mys$im 6-OHDA modelu
apo 14 dnech zaznamenala zvySeny pocet TH-pozitivnich neurond, snizeni hladin pro-apoptotickych
proteind, nizsi aktivaci mikroglii, zvySeni exprese antioxidantii superoxid dismutdzy a glutathionu
v mozku, slezin€ i séru, a sniZzeni poc¢tu apomorfinem indukovanych rotaci pii testovani motorickych
symptomtl mysi. U¢inek MSC tedy spoéival ve snizovani oxidativniho stresu a apoptozy. Tato studie
zkoumala ucinky na ranou fazi progrese PD a zajimavosti je, Zze nenalezla transplantované MSC
v mozku v misté postiZeni, nepiesly tedy pies hematoencefalickou bariéru, ale byly nalezeny predevsim
ve slezing a jinych organech. Toto naznacuje, Ze neuroprotektivni t¢inky MSC spocivajici predevsim

v ochrané pted oxidativnim stresem mohou pisobit i systémoveé (Chi et al., 2019).

4.2.3.2 MSC v kombinaci s levodopou

Potvrzen byl také pozitivni efekt pouziti transplantace kmenovych bunék spole¢né se zaléCenim
levodopou-karbidopou, které se v klinické praxi vyskytuje v podstaté u kazdého pacienta. V tomto
ptipadé neupravené MSC z Whartonova rosolu pupecnikové siiliry podané intravendzné€ do ocasni zily
v potkanim 6-OHDA modelu PD migrovaly do striata a substantia nigra a zptisobily navySeni exprese
NGF a BDNF, zlepseni paméti a zamezeni expanze ztraty neuront v hipokampu. Nejlepsi zlepSeni casto
srovnatelné se zdravou kontrolou vykazovaly vzdy skupiny s transplantovanymi MSC, nejvice skupina
v kombinaci s léCivem. Zaroven doslo i ke zlepSeni synaptické plasticity v hipokampu potvrzené
elektrofyziologickym méfenim dlouhodobé potenciace (LTP) v hipokampu, nejsrovnatelnéjsi kiivky

s kontrolou opét vykazovala skupina s podanou kombinaci MSC a 1é¢iva (Jalali et al., 2020).
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4.2.3.3 Pouziti exosomii

Ze vsech poznatkl vyplyva, Ze hlavnim mechanismem uc¢inku MSC je jejich exprese riznych
molekul a faktort (rtstové a trofické faktory, cytokiny, ...) modulujicich pfeziti postizenych neurond.
Dalsim moznym krokem je tedy testovani exosomi produkovanych kmenovymi buitkami, které presné
tyto molekuly obsahuji, zaroveini diky své velikosti snadno prechazeji pfes hematoencefalickou bariéru
(oproti celym buiikdm) a dostavaji se do mista potieby, v tomto piipadé do substantia nigra. V tomto
experimentu byl zaznamenan proliferaci podporujici u€¢inek produkovanych exosomi in vitro, kdy MSC
byly od 6-OHDA stimulovanych bun€¢k oddéleny membranou, ktera propustila podle velikosti
maximalné exosomy. V in vivo modelu byly pfed transplantaci exosomy izolovany z kultivaéniho média
MSC a purifikovany. Studie potvrdila, ze intravendzni podani exosomu snizuje v 6-OHDA potkanim
modelu PD motorické symptomy a ztratu neuronl v substantia nigra, zéroven zvySuje hladinu
dopaminu ve striatu, po¢et TH-pozitivnich neuronti a ochranu pied apoptdézou zptisobenou 6-OHDA

(Chen et al., 2020).

4.2.34 Modifikace UC-MSC
Dals$i moznosti ipravy MSC je jejich transdukce, aby produkovaly fibroblastovy ristovy faktor
(FGF-20), jehoz u¢inkem je mimo jiné ochrana dopaminergnich neuronti. Transplantace téchto bun¢k
zlepsila symptomy PD, zvysila pocet TH-pozitivnich bun€k v substantia nigra a hlavné podpofila
degradaci nuklearniho faktoru-kB, ktery ovliviiuje expresi prozanétlivych cytokini a ve vysoké hlading

se vyskytuje pii PD patologii (Jinfeng et al., 2016).

4.3 Embryonalni kmenové buiiky

4.3.1 Diferenciace

Embryonalni kmenové buiiky (embryonic stem cells, ESC) jsou pluripotentni buriky, které 1ze
izolovat z embrya ve stadiu blastocysty. Tyto buiiky ov§em maji Sirokou potenci, pted jejich pouzitim
je tieba je diferencovat, a v ptipadeé PD se jedna o diferenciaci v progenitory dopaminergnich neurond.
Po ziskédni ESC jsou tyto buiiky kontrolovany, zda maji pluripotentni potencial, péstovany v médiu
s inhibitory Smad signélnich drah, aktivatory Sonic hedgehog (SHH) drah, BDNF, GDNF, kyselinou
askorbovou a mnoho dal$imi molekulami. Tyto bunky exprimuji markery LIM homeobox transkrip¢ni
faktor 1 (LMX1A), forkhead box protein A2 (FOXA2), orthodenticle homeobox protein 2 (OTX2),
a engrailed 1 (EN1). Poté dojde v diferencia¢nim médiu k maturaci v neurony, které jsou TH-pozitivni,
elektrofyziologicky aktivni a nemaji markery typické pro nediferencované burky. Tyto neurony
transplantované intrastriatalné v potkanim 6-OHDA modelu PD kontinualné snizovaly amfetaminem
indukované rotace po dobu 6 mésici, a zaroven prezily jako maturované neurony a vytvorily nové

synapse v mist¢ implantace (Naderi et al., 2023).

Postupy a protokoly vedouci k diferenciaci pluripotentnich ESC v neurondlni buniky se

v ruznych experimentech 1isi, zaklad ovSem ziistava podobny. Pfi transplantaci ESC, které stale maji
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sviyj diferenciacni potencial, do zvifecich modeltl dochazi k tvorbé velkého teratomu jiz po par tydnech

(Kirkeby et al., 2023).

4.3.2 ESC v modelech PD

V nasledujici studii byly pouzité lidské ESC, které byly vystaveny molekulam stimulujici
signalni kaskady béhem vyvoje stfedniho mozku, a byly tak generovany dopaminergni neurony.
Uspé&sna diferenciace byla potvrzena ptitomnosti markerii jako LMX1A, FOXA2, nebo TH, schopnosti
vyvolat akéni potencial a tvofit dopamin. Tyto buiiky byly bilateraln€ transplantovany do putamenu
v opi¢im MTPT modelu PD. Po dobu 10 mé&sicti byly provadény 3 rizné behavioralni testy, jejich
vysledky naznacovaly castecné zlepSeni, i kdyz se ob¢ testované opice zlepsily v riznych testech
odlisné. Zaroven byla mikrodialyzou zaznamendna vys$$i hladina dopaminu a pomoci PET preziti
neurontt 10 mésict po transplantaci (obr. 5). Nedoslo k vyvolani imunitni reakce ani tvorbé nadoru

(Lopez-Ornelas et al., 2023).

Sham
(sn)

Grafted 1
(P)

Grafted 2
(P)

Diferencované ESC byly transplantovany do putamen a nasledné po 10 mésicich byly
detekovany v substantia nigra. Diferencované ESC (znacené EGFP, zelend), zobrazeni ko-exprese
s TH (Cervena) a proteinem asociovanym s mikrotubuly 2 (MAP2, fialova). Prvni Fadek je kontrolni
model PD bez transplantace (Sham), zbylé 2 Fadky jsou po transplantaci (Grafted 1 a 2). Prevzato
z Lopez-Ornelas et al., 2023

Stejné jako v diive popsanych ptipadech zalezelo na poétu bunék v podané davce, jelikoz preziti
a zaClenéni transplantovanych ESC neni stoprocentni. Jedna studie vypocitala, ze uspéSnost je asi 2 835
TH-pozitivnich neuronti na 1 x 10° transplantovanych bun&k, a nejvétsi terapeutické zlepSeni

zaznamenala skupina potkanich modeld PD s nejvys$si podanou davkou (Kirkeby et al., 2023).
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4.4 Indukované pluripotentni kmenové bunky

4.4.1 Indukce a diferenciace

Indukované pluripotentni kmenové buiky (iPSC) jsou dalsi moznosti, jak ziskat pluripotentni
kmenové buiky, a to autologné z dospé€lého jedince, diky ¢emuz se piedchazi moznym imunitnim
reakcim a etickym problémim pfi pouziti embryonalnich bun¢k. iPSC se vytvareji reprogramovanim
somatickych bunék, jako jsou pfedevsim fibroblasty z klize, krevni buiiky nebo jiné. Reprogramovani
probihé transfekei pomoci virovych vektorti obsahujicich geny pro pluripotentni transkripéni faktory
OCT4, SOX2, Kriippel-like faktor 4 a c-Myc, a nasledné jsou iPSC vyselektovany pomoci specialniho
média. Ve studii zabyvajici se ptipravou iPSC z fibroblastl se uc¢innost piipravy pohybovala kolem 0,1
az 0,2 %. Diferenciace v neuralni buiikky (TH a Tuj-1 pozitivni) jiz probihala obdobné jako u ESC,
pomoci inhibitori Smad drahy, SHH, BDNF, askorbové kyseliny, TGF-f3 a dalSich. Po transplantaci
téchto bunék v 6-OHDA potkanim modelu PD doslo ke zlepseni amfetaminem indukovanych rotaci, ale
az po vice nez 2 mésicich, coz naznacuje, Ze buiiky potiebuji Cas ke své spravné funkci. Zaroven byla
potvrzena diferenciace v neurony i dopaminergni neurony po transplantaci do striata, zajimavosti bylo

zjisténi, ze pres polovinu bunék se diferencovalo v astrocyty (GFAP-pozitivni) (Han et al., 2015).

Postup ptipravy iPSC z krevnich bunék periferni krve je obdobny, kazda studie ov§em pouziva
lehce odlisny protokol. Pti diferenciaci v neuralni progenitory nebo neurony je pted transplantaci tfeba
peclivé ovérit Cistotu bunék. Kolonie nesmi obsahovat nediferencované iPSC nebo Casné neuralni
kmenové buriky, tyto typy jsou nachylné na silnou proliferaci a tvorbu nadorti. Zamezeni vyskytu téchto
bunék se provadi kontrolou markert typickych pro nediferencované buitky (OCT3/4 a Nanog) a selekci
na atridlni natriureticky peptid-konvertujici enzym (CORIN) pozitivni buiiky. Dlsledna kontrola kritérii
je predpokladem pro pouziti takto pfipravenych bunék v klinickych studiich (Doi et al., 2020).
Purifikace diferencovanych bunek podle CORIN, coz je serinova proteaza typicka pro dopaminergni
neselektovanych bunék, jelikoz CORIN pozitivni transplantaty v 6-OHDA potkanim modelu PD 1épe

diferencovaly, obsahovaly vice TH-pozitivnich neuronti a neproliferovaly (Doi et al., 2014).

4.4.2 Lidské studie s iPSC

V prikladu klinické studie zroku 2020 byly odebrany fibroblasty z kize a indukovany
v pluripotentni bunky, které¢ daly pozd€ji vznik dopaminergnim progenitorovym bunkam. Ty byly
charakterizovany specifickymi markery a zkontrolovany na pfitomnost mutaci i produkci dopaminu.
Nésledné byla provedena kontrolni transplantace téchto bun¢k do mys$i za Gcelem ovéteni preziti
transplantatu a imunogenicity. Néasledné¢ bylo celkem 8 milioni bunck zavedeno bilateralné
do pacientova putamenu. Méfeni UPDRS a hodnoceni dotazniku mapujiciho zdravotni status pacienta
(PDG-39) probihalo po dobu 2 let. Vyhodnoceni dat ukazalo snizeni motorickych symptomil v off i on

stavech, stejné tak i zlepSeni u ukazatele kvality Zivota. Zaroven bylo zaznamenano skromné zlepSeni
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podle PET, které signalizovalo zvySeni mnozstvi dopaminu v misté transplantace. Nedostatkem této

studie je ovSem stale jeji kratké trvani, maly pocet pacientti a absence kontroly (Schweitzer et al., 2020).

4.5 Neuralni progenitorové buiky
Diive jiz zminéné neurdlni progenitorové buiiky (neural progenitor cells, NPC) jsou kmenové
bunky majici potencial diferencovat v rizné typy bunck nervové tkané. Tyto bunky k transplantaci 1ze
ziskat nckolika zplisoby — zfetdlni tkané, diferencované zembryondlnich nebo indukovanych

kmenovych bun¢k, a z mozku dospélého jedince.

4.5.1 NPC z dospélé tkané

V dospélém savéim mozku dochazi k neurogenezi jen na nékolika mistech, nejvice
v hipokampu. NPC izolované ze subependymalni zony hipokampu dospélych potkani byly v nasledujici
studii unilateralné transplantovany do striata v 6-OHDA potkanim modelu PD. Po 2 tydnech doslo
ke snizeni amfetaminem indukovanych rotaci (az o 24 %), ale transplantované buniky nediferencovaly
v maturované neurony (nebyly NeuN pozitivni), i kdyZ polovina davek bunék byla in vitro péstovana
v diferenciacnim médiu. VSechny buiiky ovSem byly ve striatu Nestin pozitivni, to znamena, Ze si
ponechaly svlij progenitorovy charakter. Pfi¢inou zlepSeni motorickych symptomu byla pravdépodobné

schopnost NPC zvysit expresi dopaminovych transportéri v okolni hostitelské tkani (Richardson et al.,

2005).

Dalsi skupina prokazala, Ze transplantace agregatu bun¢k lidskych NPC do potkaniho modelu
zpusobuje lepsi diferenciaci a zapojeni do hostitelské tkané nez suspenze jednotlivych bunék. Jako
divod tohoto zlepseni byla navrhnuta hypotéza, ze funkce bun¢k v jiz existujici siti napomaha jejich
aktivnéjsi funkci. Doslo tak k rustu dendritt transplantatu i do okolni tkan¢ striata a bunky byly zaroven

TH-pozitivni (Shin et al., 2014).

4.5.2 Pouziti sekretomu

Jina studie transplantovala lidské NPC nebo pouze jejich sekretom do substantia nigra a striata
v potkanim 6-OHDA modelu PD. V tomto piipad¢ transplantace samotnych bun€k nevyvolala
signifikantni zlepSeni motorickych deficiti, a pouze lehké navySeni koncentrace TH-pozitivnich
neuront oproti kontrole. Pravdépodobnym divodem byl fakt, Ze transplantované buiiky v mozku
nepiezily. Na druhou stranu skupina potkant, ktera obdrzela pouze sekretom NPC, zaznamenala vyrazné
zlepSeni ve vSech motorickych testech i v mmnozstvi TH-pozitivnich neuronii. Analyza sekretomu
odhalila mnoho molekul jako GDNF, BDNF, faktor odvozeny z pigmentového epitelu nebo od glii
derivovany nexin, které mély vliv na preziti a ochranu neuronti a vyvolaly tak lepsi vysledky

oproti kontrole (Mendes-Pinheiro et al., 2018).
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4.6 Retinalni pigmentovy epitel
4.6.1 Model PD
Posledni moznosti zdroje bunék, které 1ze transplantovat, jsou buiiky retinalniho pigmentového
epitelu diky jejich schopnosti syntetizovat levodopu jako prekurzor melaninu. /n vitro byla potvrzena
neuroprotektivni schopnost téchto bunck prostrednictvim sekrece GDNF a BDNF, hladina téchto faktort
byla zvySena i po transplantaci v 6-OHDA potkanim modelu PD. Stejné tak tyto buitky dokézou

z levodopy syntetizovat dopamin a snizovat motorické deficity (Ming et al., 2009).

4.6.2 Klinické studie

Ptikladem vyuziti bunék retindlniho pigmentového epitelu je nésledujici klinickd studie, ktera
odebrala bunky z lidskych rohovek plodi a diferenciovala je v neurdlni progenitorové bunky, pozitivni
na Nestin, paired box protein 6 (Pax6) a dalsi. Jejich transplantace do putamenu pacientd s PD vyvolala
zlepSeni na Skale UPDRS, po 12 mésicich zacalo dochazet ke snizovani uc¢inku. Zarovei béhem prvnich

6 meésicl byl zaznamenan nartst sekrece dopaminu, zda se ale, Ze dlouhodoby ucinek zarucen nebyl

(Yin et al., 2012).
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5 Zavér

Terapie Parkinsonovy choroby pomoci kmenovych bunék ma vcelku dlouhou historii, ovsem
od v prvopocatcich pouzivanych fetilnich tkani se postupné upousti z ditvodu Castych negativnich
vysledkt a etickych problémt. Soucasny ptistup se snazi pouzivat spiSe Cisté a 1épe charakterizované

bunécné typy, které mohou pochazet z riznych zdroja.

Mechanismus uc¢inku kmenovych bungk by se mohl rozdélit do dvou moznosti — bud’ je cilem,
aby transplantované bunky diferencovaly v dopaminegni neurony, zacélenily se do hostitelské tkané
a nahradily funkci postizenych neuronti, nebo je cilem sekrece trofickych faktorti, imunomodulacnich
cytokinii a mnoha dalSich molekul, které podporuji regeneraci, pieziti postizenych neurontl, snizeni
neurozanétu nebo obnoveni hladiny dopaminu. Vysledky Casto naznacuji, Ze kmenové buiky vykazuji

oba tyto mechanismy najednou.

Ocekavany ucinek od mezenchymdlnich kmenovych bunék je predev§im tvorba
neuroprotektivniho prostfedi, ovSem pii vysokych davkach se mohou i diferencovat v neurony.
Protektivni efekt byl detekovan i v ptipad€, kdy se bunky nedostaly do mozku, ale periferné dokazaly
ovlivnit zanétlivou reakci. Potvrzen byl ucinek samotnych exosomi nebo sekretomt bungk, které 1épe
prostupuji hematoencefalickou bariérou. Zaroven mize byt jejich u¢inek posilen modifikacemi, jako
napf. transfekci genli pro neurotrofické faktory, které podporuji vznik zddaného mikroprostiedi,

i diferenciaci v neurony, nebo jejich péstovanim ve specialnich diferencia¢nich médiich.

Vysoky potencidl v diferenciaci v dopaminergni neurony vykazuji neurdlni progenitorové
buiiky, které Ize ziskat z dospélé tkané mozku, nebo diferenciaci embryonalnich ¢i indukovanych
pluripotentnich bunék. Nekteré studie prokéazaly diferenciaci v neurony nebo i astrocyty v misté
transplantace, 1 kdyZz s nizkou ucinnosti. Jiné studie diferenciaci neprokazaly, ale vzdy se projevil

alespon n¢jaky pozitivni ucinek.

Vysledek mutze ovlivnit i styl implantace kmenovych bun¢k do téla. Celkové piima
transplantace do mozku vykazuje nejptesnéj$i nasmérovani do mista potieby nejvétsiho mnozstvi
bungk, jedna se ale o nejinvazivnéjsi zakrok. Na druhou stranu intravendzni podani invazivni neni, ale
uspésnost je nizsi, z divodu omezené prostupnosti bunék pres hematoencefalickou bariéru. Toto se
ovsem da kompenzovat velikosti davky, ktera u intravendzni transplantace musi byt k navozeni uc¢inku
mnohem vyssi. Stejné€ tak bylo pozorovano snizovani G¢innosti v ¢ase naznacujici, ze k udrzeni efektu

je potieba vicenasobna kontinualni transplantace bunék.

Porovnavani jednotlivych studii je celkem obtizné, jelikoz se zatim neuplatnil jednotny pfistup,
studie se vzdy v n¢jakém postupu lisi. Celkove ale dle mého nazoru vyplyva, ze terapie PD kmenovymi
bunkami je pfi peclivém a kvalitnim pfistupu bezpecna, bez komplikaci a vétSinou alespon ¢astecné

uspésna. Do budoucna by mohl tento pristup pomoci zlepsit kvalitu zivota mnoha lidi.
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