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Abstrakt

Poranéni michy (SCI, spinal cord injury) je poskozeni misni tkan¢, které zptisobuje
trvalé nebo docasné zmény motorickych a senzorickych funkei. V huménni mediciné dochazi
k poranéni michy nejcastéji z ventralni strany, i pfesto je vétSina modeltt SCI provedena ze
strany dorsalni kvili snaz§imu chirurgickému ptistupu. Cilem této prace bylo vyvinout klinicky
relevantnéj$i, snadno reprodukovatelny a pomérné financné nendro¢ny model ventralni miSni
l1éze u potkana, ktery co nejptesneji napodobuje SCI u lidi od jeho patologie pies uplnost a
uroven léze az po regeneracni mechanismy misni tkané. Pro samotny zakrok byl pouzit
upraveny 2F Fogartyho katétr, bézn¢ vyuzivany pro embolektomii, ktery ma na svém konci
umistény balonek. Balonek byl zaveden do anteriorniho epidurdlniho prostoru skrz
laminektomii na Grovni obratle Th10. Tim bylo dosazeno finalni pozice balonku na tGrovni
obratle Th8 pied fissura mediana anterior. Po spravném umisténi katétru byl balonek rychle
nafouknut vodou na objem 10 pl nebo 15 pl po dobu 5 minut. Dalsi dvé skupiny — laminektomie
(odstranéni obloukii obratli na urovni Th10) a katétr (umisténi katétru do anteriorniho
epiduralniho prostoru bez nafouknuti balonku) — slouzily jako kontroly. Motorické funkce byly
vyhodnoceny na zdkladé BBB testu a ladder walking testu. V BBB testu bylo pozorovano
signifikantni poruSeni motorickych funkci v 15 pl skupiné€ v porovnani s ostatnimi skupinami.
Ladder walking test ukézal, ze zvitata v 15 pl skupin€ nebyla schopna pfejit pres zebiik, ¢imz
se signifikantné liSila od tfech ostatnich skupin. Termalni hyperalgézie byla métena na Plantar
testu. Vysledky u Plantar testu ukédzaly asymetrii v termalni senzitivité v obou nohéach. Na levé
noze nebyla pozorovdna Zadna signifikance mezi skupinami, na pravé noze se projevil
3. a 4. tydnu testovani. Mnozstvi Sedé a bilé hmoty, velikost gliové jizvy a pocet motoneuronti
byly vyhodnoceny ve vSech 4 skupinach. Vysledky ukézaly, Ze ventralni komprese o objemu
15 pl vytstily u zvifat v zdvazny neurologicky deficit, signifikantni ztratu bilé a Sedé hmoty
okolo stiedu 1éze, ale 1 kranidlnim a kaudalnim smérem od stfedu 1éze, ve vétsi gliovou jizvu s
pikem ve stfedu 1éze a ztratu motoneuront ve srovnani s kontrolnimi skupinami a skupinou s

1ézi o objemu 10 pl.

Klic¢ova slova: mis$ni poranéni, model, behavioralni testovani, morfometrie, potkan



Abstract

A spinal cord injury (SCI) is a damage to the spinal cord that causes permanent or
temporary changes in motor and sensory functions. In humans, the traumatic impact to spinal
cord is mostly directed from the ventral part of the spinal column, even though SCI models are
principally directed from the dorsal part of the spinal column due to easier surgery. The aim of
the work described in this thesis was to develop clinically more relevant, easily reproducible
and relatively inexpensive model of the ventral spinal cord lesion in rats which replicates SCI
in humans as closely as possible by its pathology, completeness, level and regeneration. For the
surgery we used a modification of a balloon- compression technique. The balloon of the 2F
embolectomy Fogarty’s catheter was placed to the anterior epidural space via laminectomy at
the level of T10 and when the final position of the catheter was achieved at the spinal level T8
in front of the anterior median fissure, a balloon was rapidly inflated with 10 pl or 15 pl of
water for 5 minutes. Other two groups — laminectomy only and ventral placement of the catheter
without inflation were used as controls. The motor functions were evaluated by the BBB test
and ladder walking test. In BBB test we observed significantly impaired motor functions in the
15 pl group as compared to other groups. The ladder walking test showed that animals in the
15 ul group were not able to cross the ladder which was significantly different from both
uninjured groups and 10 pl group. The thermal hyperalgesia was measured by the Plantar test.
This test showed slight asymmetry in thermal sensitivity in both legs. On the left leg we did not
observe significant differences between groups, but on the right leg the results showed
significantly lower withdrawal time in the 15 ul injured group in 3™ and 4™ week. The tissue
sparing, glial scar, number of motoneurons was evaluated in all 4 groups. Results showed that
ventral compression made with the volume of 15 pl resulted in severe neurological deficit, as
well as the significant loss of white and gray matter around the center of the lesion and both
cranially and caudally, increased size of glial scar with the peak in the center of the lesion and

with loss of motoneurons compared to 10 pl and control groups.

Key words: spinal cord injury, model, behavioral testing, morphometry, rat
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Seznam zkratek

AMPA — a—amino—-3-hydroxy—5—-methyl—4—isoxazolepropionic acid,
a—amino—3 -hydroxy —5-methyl 4 -isoxazolpropionova kyselina

CNS — central nervous system; centralni nervova soustava

CXCL1 - chemokine (C—-X—C motif) ligand I; chemokinovy ligand 1 s C—X—-C motivem
CXCL12 - chemokine (C—-X—C motif) ligand 12; chemokinovy ligand 12 s C—X—-C motivem
DAG - [,2-diacylglycerol; 1,2—diacylglycerol

DAPI — ¢',6—diamidino—2—-phenylindole; 4',6—diamidin—2—fenylindol

GABA - gamma—aminobutyric acid, kyselina gama—-aminomaselna

GFAP — glial fibrillary acidic protein; glidlni fibrilarni kysely protein

ChAT - choline acetyltransferase, cholin acetyltransferaza

IFN—y — interferon gamma; interferon gamma

IH — Infinite Horizon; ¢esky ekvivalent neexistuje

1L-1,6,8,12 — interleukins 1, 6, 8, 12; interleukiny 1, 6, 8, 12

IP3 — inositol 1,4,5—trisphosphate; inositol-1,4,5-trifostat

NMDA — N-methyl-D—aspartate; N—metyl-D—aspartat

NYU — New York University, Newyorska univerzita

OSU — Ohio State University; Ohijska statni univerzita

PBS — phosphate — buffered saline, fostatovy pufr

PIP: — phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; fosfatidylinositol—4,5—bisfosfat
PLC — phospholipase C; fosfolipaza C

RNS — reactive nitrogen species, reaktivni formy dusiku

ROS — reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

SCI - spinal cord injury, miSni poranéni

TNF—a — tumor necrosis factor o, faktor nadorové nekrozy o



1. Uvod

Misni poranéni (SCI, spinal cord injury) je velmi zavaznym poranénim, které navzdy
zmeéni Zivot pacienta nejen po fyzické, ale i po psychické strance. U pacientii po poranéni michy
dochazi ke ztraté nebo poskozeni motorickych i senzorickych funkci. Takto poranéni pacienti
ptichazeji o moznost zit nezavisle na svém okoli, protoze samotné misni poranéni neni spojeno
jen se ztratou motorickych schopnosti, ale i s dalsimi patofyziologickymi procesy probihajicimi
na urovni celého organismu i jednotlivych bunék. Poranéni michy tak mutze zpisobit dalsi
pridruzena onemocnéni jako je sexualni dysfunkce, poruchy spojené s vyméSovanim, poruchy
senzorickych funkci, ba i dokonce perforaci stiev. SCI a vSechny na néj navazané komplikace
tak vyrazné snizuji kvalitu Zivota pacienta. Je diileZité zminit, ze prudce stoupaji 1 ndklady na
pacientiv Zivot. V Ceské republice je takto postizeno asi 150 az 200 lidi ro¢ng'.

Castgji se SCI objevuje u muzskych pacientt, protoZe nejéast&jsimi pi¢inami jsou pady,
dopravni nehody a urazy pti adrenalinovych sportech!, ¢innosti, které provozuji ve vétsi mite
muzi (oproti zenam).

K poranéni michy mize dojit kdykoliv a mlize potkat kohokoli z nés, proto se i v dnesni
dob¢ jedna o velmi diskutovanou problematiku. Ve svété bézi paralelné n€kolik projekti, které
se snazi prijit s feSenim pro co nejvetsi spektrum pacientli a umoznit tak jejich navrat do
bézného Zivota. Aby bylo mozné najit, co mozna nejuniverzalnéjsi a finan¢né dostupné tesent,
tak je zasadni pochopit patologické, patofyziologické a bunétné udalosti, které stoji za
poskozenim misni tkan€ a brani regeneraénim mechanismim organismu, na které by bylo
v budoucnu mozné cilit potenciondlni 1é€ebné postupy. Jednotlivé terapeutické piistupy
a cesty se testuji na zvifecich modelech.

Absolutni vétsSina modeld, které byly dosud vytvoreny, méla miSni poranéni provedené
z dorsalni strany. A to z diivodu, Ze micha je z dorsélni strany 1épe pfistupna a manipulace
s miSni tkani je minimalni. Pfitom klinicky relevantngjsi je misni 1éze, kde mechanicky impakt
pfichazi ne z dorsélni, ale z ventralni strany. Etiologicky se mulze jednat o zlomeninu téla
obratle, ktery porani michu z ventralni strany, nebo o nadorovou etiologii, kdy nédory casto
vychdzeji z téla obratle, nebo pochéazeji z organti dutiny bfisni, jako je ledvina, tlusté stfevo,
¢1 metastazy jinych nadord. Ventralni miSni poranéni ¢asto zpusobuje 1 vyhiez ploténky.

Tato prace se bude zabyvat vyvojem nového, klinicky relevantnéjsiho experimentéalniho
modelu mi$niho poranéni u potkana, které bylo provedeno z ventralni strany. Model bude

definovén na zaklad¢ popisu behaviordlnich motorickych a senzorickych funkci u potkana



po SCI. Poranéna mis$ni tkan bude analyzovana z hlediska formovani gliové jizvy, mnozstvi

poskozené tkané a celkového poctu motoneurontl.

lwww.spinalcord.cz citovano dne: 19.9.2019

10


http://www.spinalcord.cz/

2. Anatomie michy

Patetni micha ma za ukol fidit a kontrolovat kosterni svaly trupu, hornich a dolnich koncetin
tim, ze pfijima senzorické vstupy z téchto oblasti téla, informace zpracovava a adekvatné

odpovida na ptichozi signal prostfednictvim motorickych vystupi.

2.1 Celkova anatomie patetni michy

Pétefni micha je spolu s mozkem a prodlouZenou michou soucasti centralni nervové
soustavy (CNS). Jde o nejkaudalnéjsi oddil CNS. Jedna se provazec nervové tkan¢ ulozeny
v pateinim kandlu. V kranidlni oblasti se patefni micha rozSifuje v prodlouZenou michu
(soucast truncus cerebri). U ¢loveéka micha jako takova méfti priblizné 40-45 cm (délka je
odli$na v zavislosti na pohlavi). Za¢ina v oblasti C1 (horni okraj atlasu) a kaudaln¢ kon¢i (na
urovni L1 a L2) gliovym provazcem (fillum terminale), ktery srusta s tvrdou plenou misni (dura
mater spinalis) a periostem kosti kiizové. Na ventralni strané¢ michy je po celé délce hluboky
zatez (fissura mediana ventralis). Micha neni stejné dlouhd jako samotny patefni kandl, je
krat$i. Vramci embryondlniho vyvoje maji michaa patefni kanal stejnou délku.
Od 4. prenatalniho mésice potom zac¢ind pateini kanal rist rychleji v porovnani s michou, a tim
se stava relativné delSim. Kromé¢ toho, Ze je micha chranéna patetnim kanalem, tak je zaroven,
stejn¢ jako mozek, obalena tfemi obaly — tvrdou plenou misni (dura mater spinalis), mékkou
plenou miSni (pia mater spinalis) a pavuénici (arachnoidea spinalis). Micha je kotvena pomoci
20 nebo 21 parti dentikulatnich vazii do misnich obalti, konkrétné do pia mater spinalis.

U cloveka se micha sklada ze 31 segmentd (8 krénich, 12 hrudnich, 5 bedernich, 5
ktizovych, 1 kostréni). MiSni segment je Uisek michy, ve kterém se sbiha vzdy 1 par z 31 part
miSnich nervl. Mezi jednotlivymi segmenty nejsou ostré hranice, ale v rdmci michy je patrné
kréni a bederni zvétSeni. Tato zvétSeni tvoii nervové kofeny pro ruce a pro nohy. Micha je
spojena s ostatnimi ¢astmi téla prostiednictvim axontl, které z michy vystupuji a tvoii tak misni
nervy. Z povrchu michy vychézeji kofenova vlakna, kterd se postupné spojuji do ptednich a
zadnich kofent mis$nich. Pfedni a zadni mis$ni kotfeny vystupuji z patefniho kanalu a spojuji se
dohromady. Jejich spojenim se tvofi samotny misni nerv (viz obrazek ¢. 1). Z funkcniho
hlediska jsou piedni kofeny motorické a zadni kofeny senzorické. Z michy vystupuje 31 paru

miSnich nervil a déli se podle toho, z jaké ¢asti michy vystupuji (viz obrazek ¢. 2).
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Kazdy nerv vystupujici z ur¢itého miSniho segmentu inervuje konkrétni oblast lidského
téla. Tato oblast se nazyva dermatom. Prostfednictvim téchto anatomickych vztahd je mozno

veskery télesny povrch rozdelit do segmentt €ili dermatomt (viz obrazek €. 3).

A . 5 ; Seda hmota misni
pohled zepiedu ~ F 2

zadni kofen
spindlni ganglion
misni nerv

predni kofen

predni kofeny mifni

Jissura mediana venrralis

B pohled zezadu venirilni kofeny minich nervi

v,

tvrda plena miini 1 . .
e Fams commuicans alhis ef grisews
& =
zadni kofeny miSnich nervi A ¥ - . s
T ' e rotis aRiterior Rervi spinalis
' n - a \ a—
aanglion zadnich kofeni ¥
f 5 Famies posterior nervi spinalis
——
pavucnice S

sulens mediamis dorsalis G-
S

subarnchnoidilni prostor
S

mékki plena migni
zadni kofeny |
dentikulatni vazy —

Obrazek 1. (A) Predni pohled na michu, ktery ukazuje korenova viakna, misni koreny a spojovani misnich korenii

do misniho nervu (prevzato a upraveno z Bican et al., 2013 dle www.netterimages.com 19. 9. 2019). (B) Zadni

pohled na michu véetné popisu misnich obalii, dentikulatnich vazii a dorsalnich ganglii (prevzato a upraveno

z Bican et al., 2013 dle www.netterimages.com 19. 9. 2019).
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cervikini plexus
C2 (Zepovec, axis) [
C& mikni nerv

T1 miini nerv ‘brachilni plexus

prvai Zebro + tvrdd plena misni
S ﬁ J.\[ kofenova viikna
. - mignich nervii
nervi infercosiales 4

TI2
TI2 milii nervy i

conus medidlaris
L1 mi%ni nervy

! lumbalni plexus
carticla equina P

L5 midni nerv =

S1 misni nerv
kost krizova
Sl terminale
sriist dury mater s periostem

kosti kiizové | "
Silum terminale

sakralni plexus

nervis Ischiadicis

Hervs spinalis

Obrazek 2. Schématické znazornéni vztahii mezi jednotlivymi nervy a anatomickymi strukturami (prevzato a

upraveno z Bican et al., 2013 dle www.netterimages.com 19. 9. 2019)

Obrdzek 3. Schématické zndzornéni rozlozZeni jednotlivych dermatomii lidského téla —kazdému misnimu segmentu

odpovida urcita oblast téla, ktera je senzitivné zasobena prislusnym misnim nervem (prevzato z Bican et al., 2013
dle Squire et al., 2003).
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2.2 Misni tkan

Vnitini stavba michy je nejlépe vidét na piicném prifezu (viz obrazek €. 4). Centralné
je ulozend Seda hmota, kterda ma v prufezu tvar pismene H (v literatuie je nékdy uvadén tvar
,motyla®). Sttedem Sedé¢ hmoty probihd centrdlni misSni kandl (canalis centralis), ktery je
soucasti komorového systému. Seda hmota vybiha v zadni a pfedni misni rohy. Z anatomického
hlediska se oblast centralniho kanalku popisuje jako zona centralis a jejim tkolem je spojit
pravou a levou polovinu michy. Seda hmota obsahuje nékolik populaci neurontl, gliové buiiky
a husté kapilarni sité. Sed4 hmota je obklopena hmotou bilou (viz obrazek ¢&. 4).

Mezi Sedou a bilou hmotou se nachédzi zona intermedia. Bila hmota je vystupem
prednich a zadnich miSnich kofent a je tvofena svazky myelinizovanych a nemyelinizovanych
axond, gliovymi buiikkami a fidkou kapildrni siti. Vl1dkna, tvofici bilou hmotu, se stejnym
zacatkem, pribéhem a zakoncenim se oznacuji jako mi$ni nervové drahy. Tyto drahy se d¢li na
vzestupné (ascendentni) a sestupné (descendentni), kdy ascendentni drahy zac¢inaji v miSe

a mifi do mozku, descendetni drahy jdou opa¢nym smérem.
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Obrdazek 4. Schématicky pricny rez znazornujici rozdily rozlozeni bilé a Sedé hmoty v jednotlivych misnich

segmentech (prevzato a upraveno z https://nba.uth.tmc.edu/neuroscience/ 19. 9. 2019)
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2.2.1 Neurony Sedé¢ hmoty misni

Jak bylo zminéno vyse, Sedd hmota miSni obsahuje nékolik populaci neuronti. Jednotlivé
neurony se od sebe 1isi podle pribehu a zakonceni axontl.

Buiiky provazcii pievazuji predevsSim v zadnich rozich a v zona intermedia. Jejich
axony vstupuji do misnich provazci a mifi do mozkového kmene, mozecku a thalamu. Tyto
neurony prenaseji senzitivni signaly. Dostavaji informace z koznich receptorti, pohybového
aparatu a vnitfnich organt.

Interneurony se vyskytuji ve vSech oblastech Sedé hmoty. Nejvic je jich lokalizovano

v zona intermedia. Existuji dva typy — inhibic¢ni a excita¢ni. Interneurony vytvareji spojeni mezi
senzorickymi neurony (vedoucimi informace ze senzorickych receptort do CNS)
a motorickymi neurony (vedoucimi informace z CNS do piislusnych organt, svala a z14z).
V interneuronech dochdzi k usnadnéni nebo utlumeni zékladni aktivity miSnich segmenta.
Interneurony koordinuji zédkladni spindlni reflexy s imyslnymi pohyby a zaroven zpracovavaji
informace, které nasledné putuji k motoneurontim.

Motoneurony jsou ulozeny v piednich misnich rozich a jejich axony vychazeji z michy
pfednimi miSnimi kofeny. Motoneurony déle rozliSujeme na a-motoneurony a y-motoneurony.
a-motoneurony (somatické) inervuji extrafuzalni svalové vldkna narozdil od y-motoneuroni.
Ty maji za ukol inervaci intrafuzalnich svalovych vldken. Misni neurony pak pro nervovy

systém piedstavuji vlastné jediné spojeni mezi CNS a kosternimi svaly.

informace z 1. kapitoly byly Cerpany z odborné 1ékatské literatury.

CIHAK, Radomir. Anatomie 3. T¥eti, upravené a doplnéné vydani. Praha: Grada Publishing, 2016. ISBN 978-80-
247-5636-3.

DYLEVSKY, Ivan. Funkéni anatomie. Praha: Grada Publishing, 2009. ISBN 978-80-247-3240-4.

DRUGA, Rastislav, Milo§ GRIM a Dubovy PETR. Anatomie centralniho nervového systému. Praha: Galén, 2011.
ISBN 978-80-246-1895-1.
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3. Patofyziologie miSniho poranéni

Jak jiz bylo popséano v prvni kapitole, tak micha plni v rdmci CNS vyznamnou roli tim, ze
pfijima informace, zpracovava je a na dané podnéty i nasledné odpovida. Jiz z toho se da
odvodit, Zze poranéni michy zplisobuje rozsahlé fyziologické zmény, které nasledné ovliviiuji
pacientiv fyzicky i1 psychicky stav. Na miSni poranéni je tieba nahlizet jako na komplexni d¢j,
ktery se sestdva z mnoha patologickych, patofyziologickych, fyziologickych a bunécnych
kaskad, které¢ jsou navzajem propojené. VSechny tyto procesy se dohromady ovliviiuji a jejich
kombinaci vznikéd samotné SCI i jeho projev na Grovni organismu (Aki et al., 1984; Anderson
et al., 1982; Becker et al., 2003; Fehlings et al., 2001).

Jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole, tak misni tkan obsahuje motoneurony a
interneurony, jejichz axony prochazeji celou délkou samotné michy a maji za ukol rozvadét
informace po celém téle. Fasciculus gracilis a fasciculus cuneatus (posteriorni ¢ast michy)
nesou informace tykajici se dotyku a vibraci z horni a dolni ¢asti téla. Anteriorni oblast,
konkrétné spinothalamicky a spinocerebelarni trakt, zase nese informace o bolesti, teploté a
propriocepci. Kortikospindlni a kortikobulbarni trakt umistény v anteromedidlni oblasti nese
motorické informace z mozku ke koncetinam (Klakeel et al., 2015). Z tohoto jasné¢ vyplyva
komplexita charakteru celého poranéni. Z toho vyplyva, Ze SCI je, uZ jen na zakladé¢
anatomickych vztahli, spojeno se ztratou/poSkozenim motorickych, senzitivnich, ale 1
autonomnich funkci.

Na zacatku 20. stoleti pfiSel Allen (1911) s konceptem dvoustupiiového mechanismu SCI.
Allen ukédzal na svém modelu, Ze po samotném poranéni (primarni poranéni) dojde
k progresivnim zménam, které vedou ke spusténi celé fady procestli (sekundarni poranéni). Tyto
nasledné procesy hraji podstatnou roli v dlouhodobém zdravotnim stavu pacienta. A prave kviili
tomu, ze SCI je vlastn¢ komplex patofyziologickych a biochemickych kaskad, kdy
k primarnimu poSkozeni dochézi necekané¢ a je spojeno s néslednymi procesy piimo
odpovidajicimi na dané poSkozeni misni tkan€ v organismu, tak je velmi t€Zké najit univerzalni

terapeuticke feSeni (Blesch & Tuszynski, 2008).
3.1 Primarni poranéni

Primarni poranéni souvisi s tim, co se stkani stane pfimo po urazu. NejbéZnéjsi
mechanismus vzniku SCI u lidi je komprese a pretrvavajici stlac¢eni michy. Micha je uloZena
v patetfnim kandlu, ktery tvoii mechanickou oporu a ochranu. Pfi prudkém nérazu dochazi k
docCasné kompresi tim, ze se patet piiliS natdhne. Neznamena to ovSem, ze nutné musi dojit
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k poskozeni samotného skeletu patefniho kanalu. Mechanismus vedouci k distrakci michy je
prohnuti patefe za urCité limitni hranice, které patet ve svém pohybu ma. Zarovenn muze pii
narazu také dojit k mechanickému poskozeni paterniho kanalu. V tomto ptipad¢ se téla obratll
rozlamou na jednotlivé kostni fragmenty, které mohou dale poskodit vazivovou tkai. Potom
muze dojit k natrzeni nebo roztrzeni michy nebo/i duralniho vaku az k ¢astecnému (hemisekci)
nebo uplnému (transekci) anatomickému misnimu pireruseni (Becker et al., 2003).

Po prvotnim traumatu v miSe dochazi k patologickym zméndm, které jsou
charakterizovany krvacenim, ztratou mikrocirkulace a vazospasmem (kfecovité zuzeni cévy,
které pii delSim trvani mtize vést k ischemii v prfisluSné oblasti). Léze se timto zpiisobem
koncentricky rozsifuje a zvétSuje (Becker et al., 2003 dle Tator & Fehlings, 1991) (viz obrazek
¢.5). Poskozeni krevnich cév, zasobujicich michu, vede k hemoragii a k otoku. Jak micha otéka,
tak vypliluje prostor pateiniho kandlu, tla¢i na artérie zdsobujici michu krvi, dochazi
k zabranéni pritoku krve, to postupné vede k Soku a systémové hypotenzi (Westergren et al.,
2001). Primarni poranéni souvisi i s bunéénou smrti vyvolanou porusenim bunéénych
membran, coz vede k nekréze nervovych bunc¢k v misté 1éze. Nekrotizujici buiikky do svého
okoli uvoliiyji fadu latek, které jsou pro okolni tkan toxické. Po pieruseni nervovych vlaken
dochézi k lokalnimu bloku ve vedeni signalu a k degeneraci téchto vléken.

Mezi mechanismy primdrniho poranéni SCI lze tedy zafadit ischémii, poruchu
autoregulace, neurogenni Sok, krvaceni, poruchy mikrocirkulace, vazospasmus, trombozu a
pomérné rychlou bunécnou smrt (Aki et al., 1984; Anderson et al., 1982; Becker et al., 2003;
Fehlings et al., 2001; shrnuto v Oyinbo, 2011). Tato primérni poranéni zpiisobuji poskozeni
Sedé hmoty misni. U neuronti Sedé hmoty dochazi k redukci myelinu a tim se zhorSuje pienos

nervoveého vzruchu (Young, 1993). Na tyto procesy dale navazuje sekundarni poranéni.
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Bild hmota mifni

8 hodin

4 hodiny

1T mm

Obrazek 5. Schéma podélného rezu michy potkana. Obradzek ukazuje velikost léze 5 minut, 4 hodiny, 8 hodin, 1
den a 3 dny po poranéni. Na schématu je patrné koncentrické rozsirovani léze (prevzato a upraveno z Becker et

al. 2003).

3.2 Sekundérni poranéni

Primarni poSkozeni vlastné vytvari misto, ze kterého se prostfednictvim sekunddrnich
mechanismi SCI, 1éze rozsifuje do okolni tkdné€ (viz obrazek €. 6), coz zahrnuje kaskadu
cévnich, bunéénych a biochemickych udalosti souvisejici s béZznymi fyziologickymi procesy
v téle (Simon et al., 2009). Jinak feceno, primarni poranéni iniciuje kaskadu fyziologickych
odpovédi v misté 1éze a v okolni tkani. Nékteré z téchto procestli jsou prospéSné a napomahaji
hojeni, ale mnoh¢ z téchto odpovedi prospésné nejsou, spise naopak vedou k dalsimu poSkozeni
tkan¢ (shrnuto v Oyinbo, 2011). Sekundarni poranéni tedy vyvolava dal§i poskozeni (smrt
nervové tkan€ a rozSifeni léze vedouci ke ztratam funkci, které micha zprostiedkovava),
limituje regeneracni procesy probihajici v organismu a zaroven predpovidd pacientliv
ptetrvavajici stav (Dumont et al., 2001). Jde ptredev§im o odpovéd’ organismu na primarni
poranéni, ktery se snazi tkan regenerovat. Charakter této snahy organismu regenerovat misni
tkan ma spiS opacny ucinek. CNS je velmi specifickd tkan, a proto tyto mechanismy vedou
spiSe k jejimu vétsimu poskozeni, nez bylo samotné primarni poranéni, ale také pfimo brani
regeneraci nervové tkané. Podle Oyinba (2011) je zavedeno pfiblizn€¢ 25 mechanismil
sekundarniho poranéni u SCI. Tyto procesy zacinaji nékolik malo vtetin po primarnim poranéni
a mohou pretrvavat az né¢kolik mésicti (Tanhoffer et al., 2007). Jedna se piedev§im o zmény

v pritoku krve, kdy v misté¢ poranéni dochazi k poskozeni vaskularizace a krev prosakuje z
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mista poranéni 1 do okolni tkané€, v misté¢ poranéni probiha i silnd imunitni reakce, ktera
postupné zpusobuje zanét, dochazi k demyelinizaci a apoptéze bunék nervové tkang, astrocyty
jsou aktivovany a vytvareji jizvu, kterd ma zabranit Sifeni fyziologickych kaskad dal do zdravé
tkan¢, uvoliuje se ¢im dal tim vétsi mnozstvi neurotransmitera z poskozenych bunck. Toto
mnozstvi neurotransmiterii je spojeno s oteviranim iontovych kanal a pro zdravé bunky je
toxické. Jde zejména o glutamat, ktery pfes N—-metyl-D—aspartatové (NMDA) receptory pousti
do bungk Ca?’. Vapenaté kationty v organismu funguji jako druzi poslové a G¢astni se v celé
fad¢ bunécnych procest a aktivuji velké mnozstvi nejriznéjsich enzymi véetné endonukledz a
fosfolipaz, které¢ vedou ke Stépeni DNA a fosfolipidi bunééné membrany. Poslednim a
zasadnim mechanismem jsou volné kyslikové radikaly (ROS, reactive oxygen species), které
spoustéji fetézové reakce. Spolecné tyto kaskady ovliviiuji fyziologické procesy v organismu a
exacerbaci poskozeni neuronti po primdrnim poranéni (shrnuto v Liverman et al., 2005; Ng et

al., 2011; shrnuto v Oyinbo, 2011).

3.2.1 Mechanismus spojeny s pritokem krve a poruSenim vaskularizace

Primarni poranéni zptisobi poSkozeni tkdn¢ v bezprostiedni oblasti 1éze, které vede
k lokalnimu krvaceni a k ischemii. Ischemie mize byt vyvoland srazenim krve, ptipadné
vazospasmem. Poskozeni cévniho zasobeni michy nasledné vede k otoku tkan¢, otok muze
tlacit na poranénou ¢ast, coz tkan jesté vice poskozuje. Vysledkem téchto patofyziologickych
procest miize byt nekroza bunck obklopujici bezprostiedné misto urazu. Buiniky nemaji
dostate¢ny prisun Zivin pies krevni feciste, a tim nekrotické poSkozeni dale expanduje. Zaroven
pfi poranéni cév dochdzi k naruseni bariéry mezi krvi a michou. Bariéra je tvofena
endotelovymi buiikami, pericyty a astrocyty. Za fyziologickych podminek tyto butiky chrani a
vyzivuji misni tkan. PoruSeni této bariéry na jedné strané vystavuje nervovou tkan krevnim
elementtim, které urychluji nekrézu a na druhé stran¢ zpiisobuje, ze nervova tkan hladovi kvuli
nedostatku dostupnych zivin, které¢ nemohou byt do misni tkan€ dopravovany krevnim fecistém
(shrnuto v Liverman et al., 2005; Choo et al., 2007; shrnuto v Oyinbo, 2011; Ng et al., 2011;
Lee et al., 2003).
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3.2.2 Mechanismus spojeny se zanétem a reakci imunitnich bunck

Za fyziologickych podminek prochazeji bunky bariérou mezi michou a krvi pouze
v omezeném mnozstvi. Pii poruseni bariéry buiikky imunitniho systému zacnou vstupovat ve
velkém poctu do misni tkané (shrnuto v Oyinbo, 2011; Ng et al., 2011). Tyto bunky vyvolavaji
zanét, ktery je obecné adaptivni reakci a homeostatickou odpovédi organismu na lokalni
poranéni. Zaroven je to nastroj limitujici opravu poranéné tkané, pokud jsou tedy fyziologické
kompenzacni mechanismy stale funkéni (Popovich et al., 1997; shrnuto v Anwar et al., 2016).
Vstup velkého poctu bun€k imunitniho systému iniciuje sekundarni poranéni doprovazené
zanétlivymi kaskddami vyvolané v prvni tfadé neutrofily, monocyty (meénicimi se na
makrofagy) a dale bunkami nervové tkan¢ jako jsou napiiklad astrocyty a mikroglie, které maji
schopnost fagocytovat. T a B lymfocyty se téchto imunitnich reakci sekundarniho poranéni také
ucastni. Builkky imunitniho systému uvoliuji prozanétlivé cytokiny (IFN—y, TNF—a, IL—-1,
IL-6, IL-8 a IL-12) a chemokiny (CXCL1, CXCL12), dale pak oxid dusnaty, glutamatergni
ionty, proteazy $tépici extracelularni matrix a proteiny komplementu. Tato kaskada vyvolava
nekrozu a apoptdzu bunék zdravé, primarnim mechanismem neposkozené tkan¢ (Popovich et
al., 1997; Allan & Rothwell, 2003; Hendrix & Nitsch 2007; shrnuto v Oyinbo, 2011; Zhang et
al., 2012; shrnuto v Anwar et al., 2016).

3.2.3 Mechanismus spojeny s apoptézou a demyelinizaci

Po kaskadé¢ reakci vyvolané odpovédi imunitniho systému bylo zjisténé, Ze okoli 1éze
prochazi akutni a subakutni apoptoézou (shrnuto v Oyinbo, 2011; Zhang et al., 2012). Tento
proces je spojen se zvysenou koncentraci Ca** u bun&k misni 1éze. Kazdopadné apoptdza byla
pozorovana i v neuronech a oligodendrocytech vzdalené;jSich od 1€ze, az tam, kam se poskozeni
Ca”" nemohlo dostat. To naznaduje, Ze apoptoza téchto vzdalengjsich bungk od mista 1éze musi
byt stimulovdna jinymi mechanismy sekundarniho poranéni (shrnuto v Oyinbo, 2011).
Apoptoza oligodendrocytli vede k demyelinizaci neuronti v okoli poSkozené tkané. Pravé
oligodendrocyty maji za kol tvofit myelin okolo axoni v CNS. Jeden oligodendrocyt vytvari
myelinovou pochvu pro vice axontll najednou. Jakmile neurony ztrati myelinovou pochvu, tak
JiZ nejsou chranény pred Skodlivymi vlivy a jsou vystaveny degradaci prostiednictvim ROS
(shrnuto v Oyinbo, 2011). Zaroven ztrata téchto bun&k zhorSuje komunikaéni schopnosti michy

(shrnuto v Oyinbo, 2011; Zhang et al., 2012).
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Nejveétsi pocet demyelinizovanych axont byl pozorovan 24 hodin po poranéni. VétSina
holych axonti byla poté bud’ jiz mrtva, nebo zacinala degenerovat (Totoiu et al., 2005). Ptiblizné
po 14 dnech postupné dochazi k remyelinizaci diky produkci novych oligodendrocytti. V mise
existuji progenitorové buiiky, které tak tvoti hlavni zdroj pro vznik novych oligodendrocytd.
Tato produkce pokracuje nékolik mésicii. Tloust’ka myelinového obalu vSak nikdy nedosahne
puvodnich rozmérti (Casha et al., 2001; shrnuto v Liverman et al., 2005; Totoiu et al., 2005;

McTigue, 2008; Hesp et al., 2015).
3.2.4 Mechanismus spojeny s aktivaci astrocytii a gliovou jizvou

Po SCI dochazi k aktivaci astrocytli. Reaktivni astrocyty se zacinaji shromazdovat
podél okrajli miSni 1éze (Sofroniew, 2014). Tyto astrocyty hypertrofuji a proliferuji. Jejich
ukolem je vytvoreni husté, vlaknité sité. Tato sit’ ma za kol oddélit poskozenou a zdravou tkan
od sebe a tim zabranit dalSimu Siteni 1éze do okoli (Verkhratsky et al., 2013; Sofroniew, 2014).
Sit’, kterou astrocyty vytvareji, zdroveil obnovuje bariéru mezi michou a krvi (Sofroniew,
2005). Zpocatku ma astroglioza velmi pozitivni Uc¢inek, ale ten je pouze kratkodoby.
Z dlouhodobého hlediska je reakce astrocytl negativni. Vytvaii se gliova jizva, kterd brani
opétovnému rustu axond. Jizva ziskava roli mechanické bariéry, pies kterou axony nemohou
prorUstat, tim je zabrdnéno funk¢énimu zotaveni michy po SCI (Sofroniew, 2005, 2015;
Sofroniew & Vinters, 2010). Tento proces je dobie patrny jiz po 1 tydnu od SCI (Chung et al.,
2014).

3.2.5 Mechanismus spojeny s glutamatovou excitotoxicitou

Glutamat je hlavni excita¢ni neurotransmiter v CNS. Jeho excita¢ni u¢inek je znamy jiz
od 50. let 20. stoleti. Za normalnich fyziologickych podminek je glutamat skladovan
v synaptickych véccich presynaptickych neuronti. Po splynuti vackli dochazi ke stimulaci
postsynaptického neuronu. Glutamétova transmise netrva ptilis dlouho. V rdmci postsynapticke
terminaly existuji tfi typy ionotropnich glutamatovych receptori — receptory pro
a—amino—3-hydroxy—5—methyl—-4—isoxazolpropionovou kyselinu (AMPA), pro kainatovou
kyselinu (kainatové) a NMDA. Tyto receptory jsou vyznamné iontové kandly v bunécné
membrané neuronti. AMPA a kaindtové receptory jsou iontovymi kanaly pro Na™a K*. NMDA
receptory narozdil od kaindtovych a AMPA receptorii propousti kromé Na" a K* i Ca?". NMDA
receptory maji iontovy kanal blokovany Mg?*. Jde o napétové zavisly mechanismus. Pii
stimulaci glutamatem dojde k influxu Na* do buiiky a efluxu K* z buriky diky otevieni AMPA

a kainatovych receptorti. Dojde ke zméné napéti na membrané a uvolnéni Mg?* z NMDA a tim
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padem mohou Ca?" vtéct do buiiky. Po vyliti do synaptické Sté&rbiny je glutaméat (za
fyziologickych podminek) pomérné rychle vychytavan astrocyty a ostatnimi gliovymi bunikami
aje enzymem glutaminsyntetazou katalyzovana jeho pfeména na glutamin. Tento mechanismus
za fyziologickych podminek zabrainiuje hromadéni glutamatu a zabranuje poskozeni neuronti
(shrnuto v Meldrum, 2000; Hausmann, 2003).

Za patofyziologickych podminek dochdzi k nadmérnému uvoliiovani glutamatu
do extracelularniho prostoru. Je to zplsobeno predevsim tim, ze z nekrotizujicich bunck se
vylévaji zdsoby glutamatu ulozené v synaptickych vaccich. Zaroven pii poskozeni bunék
dochazi k rozhozeni iontové homeostazy. Iontova homeostaza muze krom¢ jiného ovlivnit i
spravnou funkci glutamatovych transportéra, které maji za tikol glutamat ze synaptické stérbiny
vychytavat. Kdyz glutamat neni vychytavan, tak difunduje extracelularnim prostorem a
stimuluje glutamatové receptory. Nejvice ohroZzené jsou buiiky s vysokym poctem AMPA a
NMDA receptorti (pfedevsim neurony a oligodendrocyty). Tato stimulace zpiisobi vstup Ca**
do buiiky a nasledné zvyseni intracelularni koncentrace Ca®*. Ca** jsou vyznamnym druhym
poslem, ktery aktivuje celou fadu bunéénych kaskad vcetné aktivace endoproteaz, fosfolipaz a
protedz (naptiklad kalpain). Tyto enzymy zplsobuji poSkozeni bunécného cytoskeletu,
membrany a DNA (Hausmann, 2003; shrnuto v Park et al., 2004; shrnuto v Platt, 2007; shrnuto
v Oyinbo, 2011; McTigue, 2008). Piili§ vysoka koncentrace Ca** v buiice mé4 za nasledek i
poskozeni mitochondrii. Kvtli naruseni iontové rovnovahy se snazi mitochondrie fungovat jako
pufraénim systém v buiice. Ca’" vstupuji do mitochondrii, aby doslo ke snizeni Ca*"
koncentrace v intracelularnim prostoru. Mitochondrie za¢inaji bobtnat, postupné mizi kristy az
dochazi k rozpadu vnéj$i mitochondridlni membrany. Z mezimembranového prostoru se do
cytoplazmy uvoliiuje cytochrom c, ktery ve spolupraci s aktivatorem apoptozy Apaf—I a
prokaspazou 9 (prekurzor enzymu ze skupiny cysteinovych protedz, které po aktivaci vedou k
rozpadu bunky) umozZni nastartovani procesu bunécné smrti pies vnitini cestu apoptdzy a
aktivaci kaspaz 3 a 9 (Zhang et al. 2014). Zaroven dochdzi k selhani elektronového
transportniho fetézce, tim se zvySuje produkce ROS a RNS (reactive nitrogen species; reaktivni

formy dusiku) (Azbill et al. 1997). VSechny tyto mechanismy nakonec vedou k apoptoze bunky.
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3.2.6 Mechanismus spojeny s poskozenim prostiednictvim ROS

V ramci sekundarniho poranéni je tkan vystavena i a¢inku RNS a ROS. Za normalnich
fyziologickych podminek jsou tyto radikdly produkovany v malém mnozstvi a umoziluji
spravné fungovani organismu, Gcastni se pii pfemeén¢ a uvoliiovani energie, ktera je potiebna
pro zivotni procesy. Z chemického hlediska jsou tyto radikdly odvozené od peroxidu vodiku,
superoxidii a oxidu dusného. Jejich vznik v bunice je pfisné regulovan, pravé aby nedoslo
k poskozeni bun¢k vysokou reaktivitou téchto radikald (Jia et al., 2012). Vznik ROS a RNS je
regulovan prostfednictvim mitochondrii a pfitomnosti riznych pfirozené se vyskytujicich
antioxidacnich molekul a enzyma. Pokud se vymknou jakékoliv kontrole, stavaji se pro
organismus Skodlivymi. Antioxidacni mechanismy jsou piirozenou schopnosti organismui
branit se vuci uc¢inku ROS a RNS. Napiiklad neurony umi nicit radikdly enzymaticky, ale i
neenzymaticky. Mezi enzymy, které katalyzuji pfeménu ROS patii superoxid dismutdza,
katalaza, glutathion peroxiddza a glutathion reduktiza. Mezi neenzymatické antioxidacni
mechanismy potom fadime napiiklad nékteré vitaminy jako je a-tokoferol a kyselina L-
askorbova, které umi vychytavat volné radikaly (Schreiber & Trojan, 1990), dale potom
karotenoidy a B-karoten (Surai et al., 1999). Dalsi latky vychytavajici ROS a RNS jsou
napiiklad nikotinamid, koenzym Q, bilirubin, cystein, kyselina mocova, melatonin, kyselina
lipoova, gluthation a stopové prvky (Se, Zn, Cu) (Sener et al., 2005).

Pti SCI vSak nedochdzi k regulaci vzniku a odbourdvani ROS a RNS (Xu et al., 2005;
Jia et al., 2012). Pfedpoklada se, ze diky nadmérné stimulaci glutamatem a vtoku Ca** do buiiky
dojde k dysregulaci mitochondrii. PoSkozené mitochondrie tvoii daleko vice ROS a RNS.
Dalsim producentem radikaltt ROS jsou fagocytujici buniky imunitniho systému. Ke vzniku
radikali ROS ptispiva i nekrotizujici tkan, kdy se obsah lysozomti a peroxisomu vyléva do
extracelularni prostoru (Jia et al., 2012).

Volné kyslikové i dusikaté radikaly jsou daleko reaktivnéjsi nez molekuly v zakladnim
stavu. Vyvolavaji tak dalsi poSkozeni tkan¢ naptiklad zprostiedkovanou ptes aktivaci proteaz.
Protedzy potom poskozuji proteiny a nukleové kyseliny. Nejvétsi poskozeni se tyka
membranovych fosfolipidl (Xu et al., 2005; shrnuto v Oyinbo, 2011; Jia et al., 2012). Dochazi
k oxidaci membranovych lipidl, kterd vede ke zmén¢ stability membrany. Membrana se
doslova trha a celd kaskada kon¢i bunécnou smrti (Xu et al., 2005; shrnuto v Oyinbo, 2011).
Miuize dojit 1 k lipidové peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin pfitomnych
v membranach, ktera vede ke vzniku malondialdehydu, ktery poskozuje nékteré diilezité

metabolické enzymy (Azbill et al. 1997). Rovnéz miize dojit i k poskozeni Na'/K'—ATPazy
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(Jamme et al., 1995). ROS zastdvaji také funkci druhych posli. Mohou tedy aktivovat

prozanétlivé cytokiny a pro-nekrotické faktory (Xu et al., 2005; shrnuto v Oyinbo, 2011).
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Obrazek 6. Schéma zachycujici primarni a sekundarni poranéni (prevzato a upraveno z Anwar et al. 2016).
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4. Modely SCI

Modely SCI se ukézaly jako nezbytné nejenom pro zkoumani Gc¢innosti nejraznéjsich
terapeutickych postupti, ale i pro lepsi pochopeni toho, co se s michou dé&je z pohledu
molekularni, bunééné biologie a patofyziologie. Modely SCI se v pribéhu minulého stoleti
vyvijely a zdokonalovaly. Od doby, kdy Allen (1911) pfisel s prvnim modelem, kdy byl
odstranén oblouk jednoho z obratlli (laminektomie) a na misto, kde byla micha odhalena bylo
pusténo zavazi o zndmé vaze vyvolavajici naraz. Tento mechanicky néaraz zptsobil poSkozeni
michy, které bylo podobné u poranéni lidskych pacientii. Behem dalSich desitek let se modely
vyvijely, aby experimentaln¢ vyvolané poskozeni michy mélo rysy, co nejvice podobné
skuteénému lidskému poranéni. VSechny tyto modely se lisi hned znckolika hledisek.
Naprtiklad podle pouzitého zvifete, u kterého bylo zplsobeno poskozeni nebo podle
mechanismu provedeni samotné¢ho SCI.

Nejpouzivangj$im zvifecim modelem je potkan, u kterého byla vyvinuta celd fada
modelid, kterymi lze vytvofit SCI v laboratornich podminkach. Potkani jsou vhodnym
modelovym organismem nejenom z diivodu pomérné nenarocné péce, ale i z pohledu finanéni
dostupnosti. Obecné se jedna o bézna laboratorni zvifata a béhem studii se ukéazala funkéni,
elektrofyziologicka a morfologicka podobnost s SCI u lidi (Metz et al., 2000). Mysi modely se
vyuzivaji naptiklad pro genetické studie (Jakeman et al., 2000), ale pti vytvareni modelu SCI
je potkan daleko vhodnéjsi kviili své velikosti a jednodussi manipulaci béhem opera¢niho
zakroku.

DalSimi laboratornimi zvifaty pro vytvoreni modelu SCI byly pouZiti kosmani, makaci
a kotulové. Primati opét vice pfiblizili pohled védct na fungovani CNS (mozku ptedevsim)

u ¢loveka. Primati oproti hlodavcim maji lidem daleko podobnéjsi anatomické, ale i funkéni
uspotfadani v mozku (Iwanami et al., 2005). Ptikladem se uvadi kortikospinalni trakt, ktery je
u hlodavct lokalizovan v posteriornim funiculu, za to u primati a ¢lovéka je v lateralnim
funiculu nebo funiculu lateralnim a anteriornim soucasn¢ (Lemon et al., 2004).

Opic¢i model by byl tedy daleko relevantnéjsi, ale pii pouzivani primata je daleko
laboratorni zvifata. Primati se vyuZzivali napfiklad pii studiich o mechanismu poskozeni
lidského mozku a pfi studiu Alzheimerovy choroby (Roeling et al., 1995). Pro vytvofeni modela
SCI nejsou nejvhodnéjs$imi pravé z hlediska legislativy, dostupnosti, péce a ceny. V ramci

legislativy je pfesné feceno, jaké podminky je tfeba dodrZet v chovech, na staii danych primata,
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a tak podobng!. Mi$ni poranéni je modelovano rovnéZ na vétsich zvifatech — krélicich, psech a

prasatech, a to v preklinickych studiich s potencidlnim transferem do humanni mediciny.
4.1 Potkan — nejpouzivangjsi zvifeci model SCI

Potkan (Rattus norvegicus) patii mezi nejpouzivanéjsi laboratorni zvirata. Potkan je
vyuzivan piedevsim proto, ze celkove péce o n¢j a manipulace s nim neni pfili§ ndro¢na a jeho
pofizovaci néklady jsou pomérné nizké. Z hlediska vyzkumu SCI jsou potkani vhodné&jSim
modelovym organismem nez mysi nebo jini hlodavci. Oproti mySim jsou potkani vétsi a tim
jsou 1 veskeré operativni zdkroky snadngj$i. Soucasné jsou proti ostatnim pouzivanym
hlodavciim daleko odolnéjsi, coz znamend, Ze dokdzou, viceméné bez problémi, piezit a
zregenerovat se i po poranéni michy.

Ve vyzkumu se vyuziva nékolik inbrednich kmenti — Wistar, Sprague—Dawley,
Long—Evans, Lewis, Fischer atd. V ramci kazdého projektu by se mé¢l vyuzivat pouze jeden
kmen, protoze kazdy z kmenli miize exprimovat jiné mnozstvi proteintl, co se tyce imunitnich
odpovédi a regeneracnich procest, tim by pti vyhodnocovani vznikaly jisté odchylky a chyby
(Schmitt et al., 2006).

Misni 1éze se provadéji nejcastéji v thorakdlni oblasti, nékdy i v oblasti cervikalni.
sportech i dopravnich nehodach (Dunham et al., 2010). Kazdopédné¢ u potkanii je provadéni
SCI v cervikalni oblasti nepraktické kvuli nasledné péci. Potkani s SCI v cervikalni oblasti
piestavaji ovladat jak zadni, tak pfedni koncetiny. Takovym modelliim se musi potom péce o né
pfizplsobit — musi byt manualné krmeni, napdjeni i moceni. Zvifata s poranénim v thorakalni
oblasti nemohou ovladat pouze zadni koncetiny a néaslednd mortalita zvifat je daleko nizsi

(Pearse et al., 2005).

! Sbirka zdkont CR, Predpis &. 419/2012 Sb. Vyhlaska o ochrané pokusnych zvitat
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4.2 Kontuzni model

Slovo kontuze ma zéklad v latinském contusio a znamena pohmozdéni. Tento model je
vytvaren na zakladé pohmozdéni misni tkané. Vychazi se z toho, ze SCI ¢asto vznika prudkym
uderem do patefe. Tyto modely jsou vyvijeny uderem o znamé sile na michu. Existuje nékolik
moznosti, jak je tento model vytvaien. Bud’ se na odhalenou michu plisobi kovovou ty¢inkou
z vysky, tato vyska je predem definovana podle toho, jak moc velikého poranéni chce
examinator docilit (Beattie et al., 1997; Onifer et al., 2007) nebo se pocitd piimo s mirou stlaceni
michy, nikoliv pouze s vyskou, z jaké na michu bylo ptisobeno (Pearse et al., 2005). U jin¢ho
typu kontuzniho modelu se da na zacatku urcit sila, jakou chceme michu stlacit. T¢leso je
spousténo po jednotlivych krocich. Celkovy pohyb se jevi jako plynuly, protoze jednotlivé
kroky jsou malé a rychlé. Senzor po kazdém kroku méii silu a porovnava, zda souhlasi se
zadanym parametrem. Pokud ne, je zatazen dal$i krok (Scheff et al. 2003). Kontuzni model se
da vytvofit i tlakem vzduchu, pomoci tzv. air gun (Marcol et al., 2012).

V soucasnosti jsou dostupna tfi mirn¢ odliSna zatizeni. Dvé z téchto zafizeni byla
vyvinuta na americkych univerzitach, konkrétn€ na Univerzité v New Yorku (déle jen NYU dle
New York University), na Univerzité¢ v Ohiu (dale jen OSU dle Ohio State University) a tfeti
zafizeni je nazyvané jako Infinite Horizon (dale jen IH).

Princip NYU spociva v tom, Ze jeho soucasti je kovova ty¢inka o hmotnosti 10 gram?i.
Tycinka musi byt peclivé vycentrovana nad odhaleny povrch michy. Nasledné je opatrné
snizovana, az se jeji Spicka dotkne dury mater — v tento moment je uroven ty¢inky oznacovana
jako nulova. Tyc¢inku je pak mozné poustét z vysky 6,25; 12,5; 25 nebo 50 mm. Plati zde ptima
umeéra vysky, z jake je tyCinka spusténa, a poSkozeni michy (Beattie et al. 1997). Jako proménna
v tomto vztahu vystupuje vyska, ostatni faktory, mezi které patii naptiklad mira stlaeni michy,
se daji z pouzité vySky vypocitat.

Princip OSU je velmi obdobny principu NYU. Jediny rozdil je v tom, Ze promé&nnou
zde neni vyska, z jaké je na michu plisobeno, ale mira samotného stlaceni michy. Povrch michy
je bran opét jako vychozi bod. Pokud dojde ke stlaceni michy o 0,80 mm vznikne mirné, o 0,95
mm stfedné zdvazné a o 1,10 mm vazné poranéni michy. Dulezité je také zminit, Ze doba
komprese nepiesahuje 20 ms (Pearse et al., 2005). Zatizeni je po celou dobu zakroku fizeno
pocitacem. Téleso po dopadu od michy neodskakuje (pfi NYU ano), ale je aktivné staZzeno, coz
pomaha odstranéni chyby méfteni, kterd by mohla vzniknout. Nevyhodou tohoto modelu je vSak

samotny ukazatel zdvaznosti SCI — mira stlateni michy. Pokud by doslo, béhem stlacent,
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k pohybu michy v ramci pateiniho kanalu, tak by to vedlo k nepiesnym vysledkiim (Scheff et
al., 2003).

U IH je jako proménnd aplikovana sila. Téleso je spousténo na michu postupné po
jednotlivych malych, ale velmi rychlych krocich. Tim je docileno toho, ze se cely pohyb jevi
jako plynuly. Po kazdém kroku senzor automaticky kontroluje, zda bylo dosazeno pozadované
sily. V pfipad¢, Ze ne, tak je zatazen dalsi krok, pokud ano, je téleso okamzité zdvizeno (Scheff
et al., 2003).

Pocitatoveé tizené kontuzni modely SCI jsou velmi pfesné a umoznuji nastaveni

konkrétnich biomechanickych parametrt a jejich zpétné kontroly.
4.3 Transekce a hemisekce

U transek¢énich a hemisekénich modelt dochdzi k uplnému (transekce) nebo castecnému
(hemisekce) pteruseni michy. Tyto modely jsou vyuZzivany predevs§im v tkdnovém inzenyrstvi,
napiiklad pfi zkoumani regenerace jednotlivych neuronti po poranéni (Onifer et al., 2007).
Vyuzivaji se predevsim pro hodnoceni miry regenerace axonid a nasledného obnoveni funkce
neuronll. Tyto modely nejsou nejvhodnéjSim zplsobem pro sledovani komplexni
patofyziologie spojené s SCI. DiileZité je zavaZnost a trovenn SCI, coZ jsou faktory, které zcela
rozhoduji o pouzitelnosti a interpretaci kvantitativnich vysledkti motorickych, senzorickych a
autonomnich funkci (Onifer et al., 2007). Z pohledu klinické mediciny nejsou transekce
béZnym typem poranéni u €loveéka. Vznikaji zcela vyjimecné, napiiklad u feznych poranéni,

nebo po postieleni. (Heimburger, 2005).
4.4 Chemické modely

Samotné miSni poranéni je spojeno s dal§imi sekundarnimi procesy, které piimo
souviseji s SCI a jsou jeho neoddélitelnou soucasti. Modely vytvofené pomoci chemickych
latek se snazi napodobit procesy sekundarniho poSkozeni michy, naptiklad glutamétovou
excitotoxicitu, nebo posSkozeni ROS. Tyto modely se vyuzivaji pro zkoumani jednotlivych

molekularnich mechanismt SCI véetné dusledki riznych terapii.
4.4.1 Fotochemicky model

Fotochemicky model vyuZziva toho, Ze néktera barviva jsou citliva na svétlo a po ozareni
svétlem o urcité vinové délce prechazeji do excitovaného stavu. Excitovany stav atomu nebo

molekuly znamenad, Ze jeden nebo vice elektronti pfeslo do vyssi energetické hladiny. V atomu
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¢i molekulach se poté zvysuje pocet neparovanych elektronti a tim dochazi ke zvyseni reaktivity
dané latky. K vyvolani miSniho poranéni se Casto vyuziva naptiklad bengalska cerven, ktera se
po ozéfeni svétlem o vinové délce 540 nm stava zdrojem ROS (Verdu et al., 2003). Pfitomné
ROS inhibuji ¢innost katalazy a superoxid dismutdzy (Kim et al., 2001), coz jsou dulezité
enzymy pro spravné fungovani imunitniho systému. V miSe jsou tyto procesy nasledkem
hemoragie, edému, nekrdzy Sedé hmoty, poSkozeni myelinu a dystrofii axonti (Verdu et al.,
2003). Jde tedy o mechanismy, které odpovidaji patofyziologii SCI u lidi. Krom¢ bengalské

cervené existuji 1 jind barviva, kterd maji podobné uc¢inky (von Euler et al., 1996).
4.4.2 Excitotoxicky model

Pti poranéni michy se extracelularné zvy$i koncentrace glutamatu. Extraceluldrni
glutamat prodluzuje dobu depolarizace a oddaluje iniciaci kaskady bunéénych procest, které
postupné vedou az k apoptdze. Pii poSkozeni neuronti se glutamat uvoliiuje ze synaptickych
vackl, kde je skladovan. Pokud se na buniku vylije veliké mnozstvi glutamatu, tak se jednd o
mechanismus pro ni toxicky (Liu et al., 1999). Pii vytvafeni excitotoxického modelu se
nejcastéji vyuziva quisqualatova kyselina (agonista ionotropnich glutamatovych receptort i
metabotropnich glutamatovych receptorti) (Vierck et al., 2013). Ionotropni receptory reguluji
otevirani nap&tové zavislych iontovych kanalti a umoziuji tak vtok Ca?* z extraceluldrniho
prostoru do bunky. Metabotropni receptory aktivuji fosfolipdzu C (PLC). PLC S$tépi
membranovy protein fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP») na 1,2-diacylglycerol (DAG) a
inositol-1,4,5-trifosfat (IP3). IP; 1 DAG maji dileZitou roli v signalizaci. Mezitim, co DAG
zustava ukotven v membrané, tak IP; difunduje od membrany aZ k endoplazmatickému
retikulu, kde nased4 na ligandem fizeny iontovy kanal a jako druhy posel umoziuje vylev Ca**
z endoplazmatického retikula. Tim dojde ke zvyseni intraceluldrni koncentrace Ca*" (Liu et al.,
1997a). U téchto modell se tedy aplikuje takova latka, ktera zplsobi zvySeni intraceluldrni
koncentrace Ca?", které funguji jako druzi poslové. V buiice pak spousti nejriiznjsi kaskady
déja, které vedou k poskozeni nervové tkdné€ na pozadované Grovni michy, kam byla latka
aplikovana (Vierck et al., 2013). Excitotoxicky model je vhodny pro studovani mechanismii,
které jsou zodpoveédné za zmény v senzorickych funkcich a za vniméni bolesti, které¢ se mohou

projevit i u pacientii po SCI (Yezierski et al., 1998).
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4.5 Kompresni model

Kompresni model je velmi oblibenym a vyuZivanym modelem pfi vytvareni
experimentalni misni 1éze. SCI je indukovano mechanicky. Od kontuzniho modelu se 1isi tim,
ze je na michu mechanicky ptisobeno delsi dobu, jinak feceno stlaceni michy trva urcity cas.
Tento mechanismus je velmi podobny, jako pii poranéni michy u lidi. U pacientii velmi Casto
dochazi k pretrvavajicimu stlaceni michy, tim dochazi k vyvolani sekundarnich procest, které¢
piimo urcuji charakter dané 1éze (Zhang et al., 2013). Samotna 1éze se rozviji na zaklad¢ prave
téchto sekundarnich procest. Kompresni model je tedy v tomto ohledu relevantnéjsi, protoze
napodobuje skute¢ny klinicky stav u pacientli po SCI. Mezi bézné vyuzivané kompresni modely
patii model svorkovy a balonkovy.

Svorkovy model byl poprvé pouZit v roce 1978, kdy miSni poranéni bylo indukovano
pomoci aneurysmalni svorky (viz obrézek ¢. 7A) u potkant (Rivlin & Tator, 1978). Model
spociva v provedeni kompletni laminektomie, aby doslo k odhaleni michy na pozadovaném
misté a nasledném nasazeni svorky na michu na presné¢ definovanou dobu, coz vyvola akutni
SCI (viz obrazek ¢. 7B). To, jaky charakter a jak vdzné poranéni bude, potom urcuje pouzita

sila, jakou svorka na michu plisobi, doba trvani piisobeni i tvar svorky (Poon et al., 2007).

B a SPRCET b

——

pateini micha (medulla spinalis)

Obrazek 7. (A) Ukazuje fotografii aneurysmalni svorky, kterd se vyuziva pro vytvoreni svorkového modelu SCI
(prevzato a upraveno z Cheriyan et al., 2014 dle Poon et al., 2007). (B) Schématicky diagram kalibrované
komprese. Po laminektomii se nastavi Sirka svorky pomoci spaceru, tak aby se micha v pozadovaném misté do
svorky presné vesla. Vybere se doba komprese michy. Sitku a dobu trvani stlaceni michy lze upravit tak, aby

zpusobila pozadovanou zavaznost poranéni (prevzato a upraveno z Cheriyan et al., 2014).
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Baldénkovy model byl poprvé proveden v roce 1953 na psech (Tarlov et al., 1953). Tento
model je vytvaren pomoci malého katétru, ktery ma na svém konci umistnény balonek (viz
obrazek ¢. 8C). Katétr je vlozen do epidurdlniho nebo subduralniho prostoru, kde je balonek
nafouknuty naplnénim bud’ vzduchem nebo fyziologickym roztokem (viz obrazek ¢. 8D). Pied
zasunutim katétru do epidurdlniho prostoru je nutné provést laminektomii (viz obrazek €. 9).
Objem, na jaky je balonek nafouknuty, urcuje, jak moc bude micha stlacend (Vanicky et al.,
2001). Cely proces komprese trva uréitou dobu, ktera opét ovlivni charakter celého zranéni.
Zranéni vyvolana prostiednictvim balonku pak muzeme rozdélit podle objemu, na jaky byl

balonek nafouknuty, podle doby, jakou bylo na michu plisobeno nebo podle obou faktora
dohromady.

I
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Obrazek 8. (C) Ukdzka katétru s na konci umistenym balonkem, ktery se da pouzit pro vytvoreni balonkového
modelu SCI (prevzato z Cheriyan et al., 2014). (D) Fotografie zobrazujici velikost obratle T9 a porovnani

s velikosti nafouklych balonkii na 10, 15 a 20 ul (zprava doleva) fyziologickym roztokem (méritko na pravé strane

Jje v centimetrech) (prevzato a upraveno dle Vanicky et al., 2001).

laminektomic
— operace, pii niz se odstrafivje
zadni oblouk jednoho & viee ohratlo

histologie

Obrazek 9. Schéma ukazujici misto laminektomie, polohu katétru a velikost segmentu odiiznutého pro histologické zpracovani

— zdkrok byl proveden z dorsalni strany (prevzato a upraveno z Vanicky et al., 2001).
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. Cile prace

1. Vytvofeni experimentalniho modelu miSniho poranéni, ktery bude klinicky
relevantnéj$i a co moznd nejblizsi skutecnému poranéni u lidi z pohledu patologie,
urovné SCI a komplexity celého poranéni.

2. Zhodnoceni funk¢niho dopadu experimentalniho ventralniho modelu misniho poranéni
pomoci behavioralniho testovani.

3. Sledovani zmén michy na histologické urovni — ubytek Sedé¢ a bilé hmoty, pocet

motoneuront a velikost gliové jizvy.
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6. Material a metody

6.1 Experimentalni zvifata

Pro experimentalni model ventralni misni 1éze byli pouziti potkani samci kmene Wistar
(kmen RjHan: WI). Samci byli vybrani kvuli absenci estralniho cyklu. Kmen Wistar byl
vyslechtén Donaldsonem jiz v roce 1906 ve Wistar Institute (USA), ze skupiny potkanti, ktera
puvodné patfila univerzité¢ v Chicagu (Clause, 1993) a jedna se o kmen albind.

Potkan kmene Wistar je jednim z nejvyuzivanéjSich ve vSech oblastech 1ékarského a
biologického vyzkumu. Je pomérné dlouhoveéky a ucenlivy, proto je vhodny pro velké spektrum
experimentl (od vyzkumil spojenych s mechanismy starnuti a karcinogenezi az po modely 1ézi
a poranéni) (Clause, 1993).

Pro tento vyzkum byli pouziti samci potkanti kmene Wistar ve véku 10 tydnt, kteti byli
ziskani z chovného zatizeni Fyziologického tstavu Akademie véd CR v Praze. V dobé zahajeni
celého experimentu se jejich vaha pohybovala okolo 300 g + 20 g. Potkani byli chovani v
klecich po dvou ve zvétincich se stalym rezimem (12 hodin svétla a 12 hodin tmy), teplotou
(mezi 22 az 24 °C) a stabilni vlhkosti. Pfistup k potravé a vodé byl ad libitum. Pocet jedinct v
jednotlivych skupinach byl stanoven pfedem na zaklad¢ statistické analyzy s cilem redukovat
tento pocet na minimum.

Po vytvoreni SCI byli potkani ndhodné rozdéleni do 4 skupin. Kazda skupina prosla
jednim pted-testovacim tydnem, operativnim zakrokem, jednim tydnem, kdy si potkani zvykali
na nasledky operativniho zakroku a pétitydennim testovanim. Sesty tyden po operaci byli
usmrceni, naperfundovani a jejich miSni tkan byla pouzita pro histologickou a

imunohistochemickou analyzu (viz obrazek €. 10).
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Obrazek 10. Grafické schéma znazornujici pritbeh pokusu. Nejdiive probéhl predtestovact tyden, behem kterého
se zvirata seznamila se samotnymi behavioralnimi testy. Behem dalsiho tydne probéhla operace. Tyden po operaci
zvirata testovana nebyla z ditvodu rekonvalescence organismu. Nasledovalo 5 tydnii testovani. Kazdy tyden byla
testovand motorika BBB testem a hyperalgézie pomoci plantar testu. V poslednim tydnu po operaci byla zvifata
otestovana i pomoci dalstho motorického testu — ladder walking. Po skonceni behavioralniho testovani byla
zvirata usmrcena a micha byla zafixovana prostiednictvim transkardialni perfize a paraformaldehydu. Poté prisla

na radu priprava tkané na imunohistochemické a histologické barveni a analyzu rezii.

U 11 jedinct z 1.skupiny byla provedena léze naplnénim baldénku destilovanou vodou
na 10 pl, u 13 jedinct z 2. skupiny byl balonek naplnén na 15 pl. Ve 3. a 4. skuping€ bylo 5
jedincti a slouzily jako kontrolni. Nebyla u nich provedena 1éze jako takova. Ve 3. skupiné byl
jedincim pouze vsunut katétr s balonkem, ale balének nebyl nafouknuty a ve 4. skupiné byla
jedinciim pouze provedena laminektomie, tedy odstranéni oblouku desatého hrudniho obratle
ve stejném miste, kde byl vsunut katétr s balonkem u skupin 1, 2 a 3. Tabulka ¢. 1 shrnuje
¢iselné oznaceni jednotlivych skupin, pocet experimentalnich zvifat v danych skupinach a
uvadi provedeny operativni zakrok.

Veskeré experimenty byly vykonany v souladu se Smérnici Evropského parlamentu a

Rady vlady z 22. zaii 2010 (2010/63/EU) o ochrané zvitat pouzivanych pro védecké ucely a

byly schvaleny etickou komisi Ustavu experimentalni mediciny Akademie véd CR v Praze.
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Cislo skupiny | Po&et potkanii Operativni zakrok
1 11 10 pl
2 13 15 pl
3 5 Zasunuti katétru bez nafouknuti balonku na jeho konci —
sham
4 5 Laminektomie

Tabulka 1 Shrnujici tabulka: Prehled testovanych skupin, poctu zvirat v jednotlivych skupindch a zdakrokii.

6.2 Poranéni michy z ventralni strany

Na pokus bylo vzato 35 potkanich samct kmene Wistar. Jako anestetikum, béhem
celého zakroku, byl pouzit isofluran (2,5 % - 3,0 % koncentrace), ktery snizuje prah bolestivosti
a relaxuje svaly. Pfesny mechanismus jeho ucinku neni znam, ale pravdépodobné dochazi k
vazbé na GABA (gamma—aminobutyric acid, kyselina gamma—aminomaselnd), glutamatové a
glycinové receptory. Jeho vazba na receptor vyvolava odlisné odpovédi v zavislosti na typu
receptoru. V piipadé GABAA receptoru funguje jako pozitivni alostericky modulator (Jones et
al., 1992). Vazbou na glycinové receptory sniZzuje jejich motorickou funkci (Grasshoff &
Antkowiak, 2006) a zarovefi inhibuje fizeni kanalt pro K" (Buljubasic et al., 1992). Isofluran
také ovliviluje dalsi intracelularni molekuly a tim ovliviiuje biochemické procesy probihajici
v bunce (shrnuto v Eger, 1981).

Proti bolesti byl potkanim intraperitonedln€¢ podan buprenorfin (chemicky
(25)—-2-17(cyklopropylmethyl)—4,5a—epoxy—3—hydroxy—6—methoxy—6a,14—ethano—14a—mo
rfinan—7a—yl]-3,3—dimethylbutan—2—ol). Jde o semi-synteticky opioid, latku odvozenou
od thebainu, jednoho z chemicky nejaktivnéj$ich morfinovych alkaloidi, ktery je soucasti opia
(Bentley et al., 1967). Buprenorfin je agonistou p-receptori (OP3) a o—receptorit (OP1),
antagonistou k-receptori (OP2). K d—receptorim ma nejnizsi afinitu. Dobfe pronika tkanémi,
protoZe je vysoce rozpustny v tucich (projde snadno pies bunéénou membranu), ale i ve vode,
ma nizkou molekulovou hmotnost a jeho samotnd konfigurace prinik do tkani usnadnuje.
Buprenorfin je pfiblizné¢ 25-50x siln€jsi nez (hmotnostn€) srovnatelnd davka morfinu a
analgezie po buprenorfinu trva déle (Lewis, 1985).

Pro samotny zékrok byl pouzit Fogartyho katétr (Fogarty Arterial Embolectomy
Catheter, Edwards Lifesciences, model 120602F), ktery ma na svém konci umistény balonek,
ktery lze nafouknout. V humanni mediciné se tento katétr pouzivad pii zakroku zvaném

embolektomie, coz je nejefektivnej$i mistni zakrok pifi ucpani cév. Katétr byl pro ucely tohoto
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zékroku zkracen, kvili lepsi kontrole, zda v ném ndhodou neni vzduchové bublina. Katétr byl
pfipevnén k injekéni stiikacce Hamilton (typ 1705 TLLX 50ul), kterd byla vlozena do
mikromanipulatoru, ktery umoznil nafouknuti balonku na ptesny objem (viz obrazek ¢. 11).
Injekeni stiikacka Hamilton 1 samotny balonkovy katétr byl naplnén destilovanou vodou. Ve
vzdalenosti 1 cm od stiedu balonku byla vytvofena znacka (viz obrazek €. 12), kterd urcovala,
jak daleko mizeme katétr zasunout do epiduralniho prostoru, aby doslo k 1ézi na pozadované

urovni ThS.

3
|
i

Obrazek 11. Mikromanipuldtor, do kterého Obrazek 12. Katétr s nenafouknutym balonkem a vyznacenou
byla umisténa injekcni stiikacka Hamilton znackou, po kterou byl katétr zasunut do epiduralniho prostoru.
50 ul. Na fotografii je videt stupnice, diky Fotografie porizena operacnim mikroskopem znacky ZEISS.
které je mozné nafouknout balonek na konci

katétru presné na pozadovanou hodnotu.

Po Gvodni anestézii byla potkanim nasazena maska napojend na vaporizér
s isofluranem. Potkanim byly oholeny chlupy na zadech v rozsahu ocekavané operacni rany
(viz obrazek ¢. 13). Poté byla klize nastfizena (viz obrazek ¢. 14). Vrstvy zaddovych svali byly
odhrnuty pomoci rozvérace, aby byla pfistupna patef. Vybézky obratli v oblasti Th10 a Th11
byly odstranény, potom byl za pomoci kostnich klesti — bone rounger — odstranén oblouk
desatého hrudniho obratle, a tim byla odhalena micha (viz obrazek €. 15). Do subdurdlniho
prostoru michy byl vsunut katétr aZ po znacku, kterd byla vytvotena 1 cm od stfedu balénku
(viz obrazek €. 16). Jelikoz se jedna o model ventralni 1éze tak byl balonek podsunut pod michu
do oblasti fissura mediana anterior (viz obrazek €. 17). V této casti byl balonek pomoci

mikromanipuldtoru nafouknut a stlaceni tkdné trvalo pfesné¢ 5 minut. Poté byl balonek
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vyfouknut a katétr vytazen. Timto zptisobem byla vytvotena Iéze v miSni oblasti Th8. Odhalena
micha potom byla pfekryta vnitini vrstvou svalti pomoci stehu, ktery zaroven slouzil jako
znacka pfi vyjimani michy po transkardialni perfuzi (viz obrazek ¢. 18). Cela rana potom byla
sesitad v anatomickych vrstvach po celé délce pomoci chirurgického Siti. Stehy byly pietiené
Novikovym roztokem (obvykle oznacovany jako solutio Novikov) (viz obrazek ¢. 19). Jde o
roztok elastického kolodia a brilantové zelen¢ ve smési ethanolu s etherem. Slouzi jako tekuty

obvaz s antiseptickymi ucinky pro oSetfeni drobnych poranéni a zejména v l€kaistvi po

chirurgickém sesiti ran (Kramer & Behrens—Baumann, 2002).

Obrazek 13. Fotografie potkana s vyholenymi zady, Obrdazek 14. Detailnéjsi pohled na rozstrizenou kuzi
dychaci maskou na cumdku a ukdzkou nékterych na zacatku zakroku.

chirurgickych nastroji pouzitych pri operaci.
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Obrazek 15. Fotografie porizend operacnim mikroskopem od firmy ZEISS. Fotografie ukazuje detail na

odstranény trn obratle Th10 — oznacené Sipkou

Obrazek 16. Fotografie porizena operacnim mikroskopem od firmy ZEISS. Fotografie ukazuje detail na odhalenou
michu a katétr (oznacené Sipkou), ktery je jiz az po znacku zasunuty do epidurdlniho prostoru, jelikoz jde o

ventralni lézi, tak se katétr vsunuje ze strany a zespoda.
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Obrdazek 18. Fotografie ukazuje detail na zakryti Obrizek 19. Fotografie ukazuje konec operace, kdy
michy seSitim vnitini vrstvy zadovych svalhi. Je rana zasitd a stehy jsou pokryté Novikovym
roztokem.
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6.3 Behavioralni testovani

Pro funk¢ni testovani byla vybrana sada tfech behavioralnich testti. Tyden pied indukci
misni 1éze prosli potkani stejnou sadou behavioralnich test, aby si zvykli na testovaci
podminky a byli schopni vykonavat danou ulohu bez zbyte¢ného stresu a soucasné tim doslo
ke snizeni pravdépodobnosti vzniku potencionalnich chyb. Testy byly provadény po dobu 5

tydnt od SCI vzdy ve stejné dny (i ¢asy) v prubéhu tydne.
6.3.1 BBB test

Pro hodnoceni lokomoc¢nich funkci byl zvolen BBB test. Jeho nazev je odvozen od
prvnich pismen z pfijmeni jeho tvlirci Basso, Beatie a Bresnahan a jde o jeden z
nejpouzivangjsich testd motorickych funkci u potkanti po SCI.

Test je zalozen na sledovani pohybovych schopnosti zvifete v oteviené aréné (open field
test) po dobu piiblizn€ 4 minut (viz obrazek ¢. 20A). Po pozorovani zvifete, které se po urc¢itou
dobu volné pohybovalo v aréné, byla kazda z jeho zadnich koncetin ohodnocena v ramci
bodové skaly 0 — 21. Basso, Beatie a Bresnahan (1995) vytvofili $kalu na zaklad¢ hybnosti
kloubii zadnich koncetin, umisténi tlapek vic¢i povrchu arény, vzajemné koordinace ptednich a
zadnich koncetin, podpory vahy téla, polohy ocasu béhem chiize a dalSich parametrt.

Samotné testovani se da rozdélit do tfech kategorii. Prvni kategorie zahrnuje sledovani
pohybu v jednotlivych kloubech zadnich koncetin az po takzvané ,,zametani (sweeping) bez
zapojeni vahy téla (skore 0 — 8). Sweeping je definovan jako pohyblivost vSech tfech kloubi
v plném rozsahu bez podpory vahy téla. Druha kategorie uz slouzi k analyze provedeni
samotnych krokl, kdy zvife zapojuje vlastni vahu, plantdrni umisténi tlapek, ptedozadni
koordinaci koncetin, postaveni a vnitini/vnéj$i rotaci tlapek béhem pokladani ¢i zvedani zadni
koncetiny (skore 9 — 14). Posledni ¢ast hodnoti takzvany toe clearance — zvuk, ktery zvife
vydava pomoci palce zadni tlapky pfi protazeni Spicky béhem kroku; zvedani ocasu béhem
pohybu a stabilitu trupu (Basso et al., 1995).

Zvitata byla testovana 1x tydné po dobu 5 tydnt. Pro zptfesnéni vysledka, byla zvitata
hodnocena i piil body. Pokud zvite svou chlizi splitovalo né€jaky z parametrti nasledujiciho bodu
z hodnotici skaly, byl mu na danou tlapku pfidan ptl bod, aby bylo nasledné vyhodnocovani,

co mozna nejpiesnéjsi.
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6.3.1.1 Skdla BBB testu dle Basso, Beatie a Bresnahan (1995)

0 - Nelze pozorovat pohyb zadnich koncetin, zvife za sebou zadni koncetiny bezvladné ,,taha*

(viz obrazek ¢. 20 C, D).

1 - Je patrny! mirny (velmi omezeny) pohyb jednoho nebo dvou kloubii, obvykle ky¢le a/nebo

kolene.

2 - Objevuje se’ extenzivni pohyb jednoho kloubu nebo extenzivni pohyb jednoho kloubu a

mirny pohyb kloubu druhého.

3 - D4 se pozorovat extenzivni pohyb dvou kloubt.

4 - D4 se pozorovat mirny pohyb vsech tfech kloubti zadni koncetiny.

5 - Zvite mirn€ pohybuje dvéma klouby a je schopno extenzivniho pohybu kloubu tfetiho.

6 - Da se pozorovat extenzivni pohyb dvou kloubli a omezend (mirnd) pohyblivost u kloubu

tretiho.
7 - Projevuje se jako extenzivni pohyb vSech tfech kloubti zadni koncetiny.

8 - Charakteristické je ,,zametani“ (sweeping) nebo plantarni flexe bez zatéze (zvife do pohybu

nezapojuje vahu vlastniho téla).

9 - Stoj je podpofen vahou vlastniho téla nebo se daji pozorovat kroky s patrnym zapojenim

vlastni vahy (vahou mohou byt podpofeny jen nékteré kroky anebo uz v§echny).

10 - Pii chiizi je patrné® obéasné zapojeni véahy vlastniho téla, ale pohyb zadnich a piednich

koncetin neni koordinovany.

11 - Pfi chiizi je patrné” ¢asté aZz “konstantni zapojeni vahy vlastniho téla, ale pohyb zadnich a

prednich koncetin neni koordinovany.

12 - Pti chiizi je patrné Casté az konstantni zapojeni vahy vlastniho téla, za¢ina se objevovat 1

obcasna koordinace zadnich a pfednich koncetin.

13 - Pti chiizi je patrné Casté az konstantni zapojeni vahy vlastniho téla, za¢inéd se objevovat 1

Casta koordinace zadnich a pfednich koncetin.

14 - Pfi chtizi jsou jednotlivé kroky podpotfeny véhou vlastniho téla, pohyb pfednich a zadnich

koncCetin je koordinovany, ale pii prvnim kontaktu se zemi zvife poklada tlapku
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vtocenou/vytocenou viici télni ose anebo se objevuje vnitini/vnéjsi rotace tlapek pii zvedani

koncetiny.

15 - Pti chtizi jsou jednotlivé kroky podpofeny vahou vlastniho téla, pohyb ptfednich a zadnich
koncetin je koordinovany, zvite poklada tlapku vici vlastnimu télu paralelné pti kazdém novém
kroku, pfi krocich se mlze objevit zvuk vydany palcem zadnich tlapek béhem pohybu (foe

clearance).

16 - Pti chtizi jsou jednotlivé kroky podpotfeny véhou vlastniho téla, pohyb pfednich a zadnich
koncetin je koordinovany béhem chtize, toe clearance se mize objevit béhem kroku smérem
doptedu, pfi iniciaci kroku je tlapka rovnobézna s osou téla zvitete a k rotaci dochazi az pii

zvedani tlapky.

17 - Pii chtzi jsou jednotlivé kroky podpoteny vahou vlastniho téla, pohyb piednich a zadnich
koncetin je koordinovany béhem chlize, foe clearance se objevuje Casto béhem kroku smérem
doptedu, pfi iniciaci kroku 1 pfi zvedani tlaky po ukonceni kroku je tlapka rovnobézna s osou

téla zvifete.

18 - Pii chlizi jsou jednotlivé kroky podpoteny vahou vlastniho téla, pohyb pfednich a zadnich
koncetin je koordinovany béhem chiize, foe clearance je konstantni béhem kroku smérem
doptedu, pii iniciaci kroku je tlapka rovnobézna s osou téla zvitete a k rotaci dochazi béhem

zvedani tlapky.

19 - Pti chiizi jsou jednotlivé kroky podpofeny vahou vlastniho téla, pohyb pfednich a zadnich
koncetin je koordinovany béhem chiize, toe clearance je konstantni béhem kroku doptedu, pii
iniciaci kroku 1 pfi zvedani tlapky od povrchu arény je tlapka rovnob&zna s osou téla zvitete,

ocas zvifete je vétsinu ¢asu nebo pofad orientovan doli.

20 - Pti chiizi jsou jednotlivé kroky podpoteny vahou vlastniho téla, pohyb piednich a zadnich
koncetin je koordinovany béhem chiize, toe clearance je konstantni béhem kroku doptedu, pti
iniciaci kroku i pfi zvedani tlaky je tlapka rovnob&zné s osou téla zvifete, ocas zvifete je

konstantné orientovan nahoru, patrna °nestabilita trupu.

21 - Konstantni kroky podpofeny vahou vlastniho téla, koordinovana chiize, konstantni foe
clearance, paralelni pozice tlapek vici ose téla béhem stoje, pohyb trupu je stabilni a ocas mifi
smérem vzhlru. (21 bodd by mél dosahnout kazdy zdravy/kontrolni potkan bez miSniho

poranéni ¢i jiného motorického problému) (viz obrazek ¢. 20 B).
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Pozn.
Basso, Beatie a Bresnahan (1995) definovali jednotlivé typy pohybu (popsanych v hodnotici $kale) stejné jako
ostatni pojmy, které by u riiznych experimentatorti mohli byt odlisné, aby test nebyl pouze subjektivnim vystupem

pozorovatele, ale stal se objektivnéjsim a replikovatelnéj$im napfic nejriznéjsimi projekty.

'Mirny pohyb — pouze ¢asteény pohyb v kloubu; kloub se nepohybuje ani v %4 svého maximalniho rozsahu
2Extenzivni pohyb — rozséhlejsi pohyb v kloubu; pohyb kloubu vyuZzivd minimalné % maximalniho rozsahu
kloubu

30Obcasné — méné nebo rovno 50 %

“Frekventované (¢asté) — vic jak 50 %, ale ne vzdycky (51 % — 94 %)

SKonstantni (stalé) — skoro neustale nebo neustéle (95 % — 100 %)

Nestabilita trupu — kolibani se ze strany na stranu — ¢aste¢nd kompenzace pohybu zapojenim hmotnosti t&la

Obradzek 20. (A) Predstavuje otevienou arénu, ve které byl po 4 minuty sledovan, a ndsledné hodnocen, volny
pohyb zvirete. (B) Ukazuje zdravého potkana, ktery by v hodnotici skdle dosahla skore 21 na levou i pravou zadni
tlapku — splnuje veskera kriteria, véetné zdvihnutého ocasu a stabilniho trupu. (C, D) Reprezentuje zvife po
zakroku, na zdadech zvirete je videt dezinfikovana a zasita rana. Tento potkan po SCI by na Skale BBB testu (dle
staticke fotografie) mohl ziskat jen 0—8 bodu na levou i pravou tlapku. Z fotografie je patrné, ze plantarni flexe
neni moznda, nebot plosky obou tlapek sméruji ke stropu, sledoval by se tedy pouze rozsah pohybu v jednotlivych
kloubech, vypovédnéjsi by v tomto pripadé bylo dynamické video, na kterém by bylo vidét, Ze tento jedinec neni

schopen pohybu ani v jednom z kloubii zadnich koncetin.
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6.3.2 Plantar test

Jako senzoricky test, slouzici k detekci poruchy senzorického €iti, zejména hyperalgezie
(zvysena citlivost na bolest) u potkani po SCI, byl zvolen Plantar test (Hargreavesova metoda,
Hot Plate test). Plantar test byl sestaven tak, aby umoznil kvantifikaci periferné
zprostiedkované odpovédi na tepelnou stimulaci. Tento test byl popsan uz v roce 1988 jako
Hargreavesova metoda (Hargreaves et al., 1988), kterd mé¢la byt citlivejsi a vice vypovidajici
nez do té doby pouzivany Randall — Sellitiv test zalozeny na mechanickém (tlakovém) stimulu,
ktery zptusobuje bolest u pokusnych zvirat (Randall & Sellito, 1957).

Cely test byl provadén v zafizeni od italské firmy Ugo Basile, které¢ se sklada
z podstavce, pod kterym je umisténa pohybliva infracervend lampa (generator tepelného
stimulu) (viz obrazek €. 21). Na podstavec se umist’uji akrylové boxy pro zvifata a teplovodiva
sklenéna deska (viz obrazek €. 22). Potkan byl umistén do boxu a po kratké adaptacni periodé
trvajici nékolik mélo minut, kdy potkan spontanné a aktivné prozkoumaval prostiedi boxu
(ptirozené exploracni chovani potkana), za¢alo samotné méfeni. Paprsek lampy byl zacilen na
chodidlo zadni koncetiny, pfiblizné do sttedu plantarni ¢asti tlapky (viz obrazek ¢. 23). Pro co
nejpresnéjsi vysledky, byl paprsek lampy cilen na stile stejné misto na zadnich tlapkéach. Po
zacileni byla experimentatorem spusténa infracervend lampa, ktera zahtivala tlapku potkana.
Méfeni Casu je ukoneno pfistrojem automaticky potom, co dojde k odtazeni koncetiny
od tepelného zdroje. Test (viz obrazek €. 25) spociva tedy v tom, Ze je zadni koncetina potkana
vystavena tepelnému podrazdéni, dokud potkan nevnima bolest a stoji stale na stejném mist¢,
tak je automaticky zaznamenavan cas pocitacem (viz obrazek ¢. 24) propojenym s generatorem
infraCerveného tepla. Pokud potkan za¢ne citit bolest, tak diky nepodminénym reflexiim
koncetinu odtdhne, v ten moment pfistroj Cas mefit prestava.

Obé zadni koncetiny byly takto zméfeny pétkrat, mezi jednotlivymi méfenimi na
stejnych tlapkach byla vzdy prodleva minimalné 2 minuty, aby nedoslo k popaleni tlapek
potkana, vysledek ze vSech 5 méfeni byl poté zprimérovan. Tento test byl provadén jednou
tydné po dobu 5 tydni.

Béhem méfeni bylo hliddno né&kolik faktorti — pokud doslo k mikci ¢i kaleni zvifete,
musel byt akrylovy podstavec o€istén jesté pied zahdjenim dalSiho méteni, jinak by doslo ke
zkresleni vysledkt, protoze fyzikalni vlastnosti (tepelnd vodivost) moci jsou jiné nez suché
teplovodivé sklenéné desky, pod kterou je umistén tepelny zdroj. Dale bylo nutné sledovat

chovani samotného zvitete, ne vzdy potkan odtéhl tlapku pravé kvili tomu, Ze bylo tepelné
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podrazdéni az pftili§ velké, ¢asto dochéazelo k tomu, ze potkan pouze zménil polohu tlapky

(naptiklad kvuli pfeslapnuti) a pfistroj tak prestal zaznamenavat cas.

Obrazek 21. Pohybliva infracervend lampa — generator tepelnych stimulii.

i

Obrdzek 22. Akrylovy box, do kterého byli umistovani potkani béhem testovani.
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Obrazek 23. Detail tlapky a pohyblivé lampy béhem testovani. Infracervend lampa jako zdroj tepelného
podrazdeni byla umisténa pri kazdém méreni do stejnych mist na zadnich tlapkach (mérena tlapka je oznacena
Sipkou), aby namérené hodnoty mély spravnou vypovédni hodnotu a vysledky byly co mozna nejpresnéejsi. Pokud
by se poloha lampy v ramci zadni koncetiny vyrazné menila, vysledky by tak presné nebyly predevsim kviili rozdilné

citlivosti vnimani tepla a bolesti.

Obrazek 24. Pocitac zaznamendvajici cas, jak dlouho potkan vydrzel tepelnou stimulaci, nez podnét zacal vnimat

jako bolest.
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Obrazek 25. Obrazek ukazuje celkovy pohled na Plantar test. Na podstavci jsou umisténé akrylové boxy, do kterych

byli dani testovani potkani. Pod samotnym podstavcem je pohybliva infracervend lampa, ktera slouzi jako tepelny
zdroj. Na levé strané obrazku je vidét pocital, ktery zaznamendva cas, po ktery potkan tepelnou stimulaci je

schopny vydrzet.

6.3.3 Ladder walking

Jako dal8i motoricky test této prace byl zvolen ladder walking. Tento test byl vybran
pfedev§im kvlli jeho citlivosti pro odhaleni i pouze drobnych a mirnych problémi
s motorickymi funkcemi. Cely test spo¢iva v tom, Ze potkan ma ptejit po vodorovném zebiiku
z jednoho konce na ten druhy. Be€hem toho je sledovan pocet chybnych kroktli. Aparatura (viz
obrazek €. 26, 27) se sklada z bo¢nich, prihlednych stén (plexisklo) a z kovovych pricek (viz
obrazek €. 28) s ploSinkou na kazdé stran€. Rozestup mezi jednotlivymi pfickami je variabilni
a periodicky se méni, tim padem se potkan nemuize naucit relativni ani absolutni polohu
jednotlivych pficek mezi sebou. Tim se minimalizuje schopnost potkana kompenzovat poruchy
motoriky skrz uceni (Metz & Whishaw, 2002; Metz & Whishaw, 2009). Z obou stran jsou na
aparaturu pfipevnéna zrcadla (viz obrazek €. 29), diky, kterym jde pozorovat provedeni
samotného kroku ze vSech stran. Soucésti aparatury je i kamera (viz obrazek ¢. 30) pohybujici
se po kolejnicich. Pohyb kamery sleduje pohyb potkana, posouva se s nim a jeho pohyb

zaznamenava (viz obrazek ¢. 31).

47



im

20 cm

1cm

Obrazek 26. Schématicky naznacena aparatura ladder walking testu (prevzato z Metz & Whishaw, 2009)

Obrdzek 27. Fotografie aparatury, ve které byli potkani testovani.
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Obrazek 28. Fotografie nepravidelné rozmisténych Obrazek 29. Fotografie ukazuje postranni zrcadla,

kovovych pricek, po kterych potkan chodi. diky kterym Ize sledovat potkana ze vsech stran.

¥

Obrdazek 30. Kamera zaznamendvajici pohyb Obrazek 31. Pohled na aparaturu zepredu, vietné
potkana a kolejnice, po které se kamera pohybuje pocitace, se kterym je celd aparatura propojena a do

kterého se uklada zaznam z videokamery.
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Ukolem potkanti bylo tedy piejit z jedné strany aparatury na druhou, kde byl umistény
domecek. Domecek pro potkany piedstavoval misto ukrytu a bezpeci. VSichni potkani Sli
stejnym smérem. Na rozdil od ostatnich behavioralnich testii se tento test provadél pouze tyden
pfed samotnou operaci, v rdmci ptredtestovani, a poté az v poslednim tydnu testovani. Nahrané
zaznamy byly nasledné analyzovany a vyhodnocovany.

V ramci kvantitativniho hodnoceni byla urcena frekvence chybnych kroka. Frekvence
je pocitana jako rozdil celkového poctu krokti k poc¢tu uklouznuti. Test mize byt hodnocen i
kvalitativné za pomoci chybového skoérovaciho systému (fault scoring system) zavedeného
Metzem a Whishawem (Metz & Whishaw, 2002; Metz & Whishaw, 2009), kde se hodnoti to,
jak potkan umist'uje pfedni a zadni tlapky na jednotlivé pticky béhem chlize. Hodnoceni se
pohybuje na 7 bodové skale, podle toho, jak byla tlapka na pticku umisténa a jaké byla pfesnost
kroku.

6.3.3.1 Skorovaci system (Metz & Whishaw, 2002)

0 - Total miss. 0 bodt bylo udé€leno, pokud potkan tlapkou pticku zcela vynechal, tj. tlapkou na
pricku viibec nesléapl, a proto doslo k padu. Jak potkan minul pficku, tak se zadni nohou propadl

do prazdna, byla narusena rovnovaha i drzeni téla (viz obrazek ¢. 32).

1 - Deep slip. Potkan sice §lapl na pticku, ale pti pfenaseni vahy béhem kroku koncetina z pticky

sklouzla, coZ zpiisobilo pad.

2 - Slight slip. Potkan §lapl na pficku, pfi pfenaSeni vahy na koncetinu mu tlapka sklouzla, ale
nevedlo to k padu a ani k pteruseni chlize. Potkan vyrovnal rovnovahu a pokracoval v chlizi

(viz obrazek ¢. 33).

3 - Replacement. Potkan §lapl na pticku, ale dfive, neZ ptenesl vahu téla, tak tlapku zase zvedl
a polozil ji na dalsi pticku.
4 - Correction. Béhem kroku se potkan opravil, pokud minul ptficku a zjistil, Ze Slape do prazdna

mezi pfickami, tak tlapku opét zvedl a umistil ji na dalsi pticku spravné.

5 - Partial placement. Na pricku potkan umistil tlapku pouze céaste€né — pouze

zapé&sti/pata/prsty (viz obrazek €. 34).

6 - Correct placement. Spravné provedeny krok — stfedem tlapky stoupl na pficku a byla

zapojena vaha celého téla.
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Obrazek 32. Total miss.
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Obrazek 33. Slight slip.
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Obrazek 34. Partial placement.

Pokud se soucasné vyskytly rizné chyby, byla zaznamendna nejniZs§i hodnota daného
skore. Napftiklad, potkan nejprve umistil tlapku na ptic¢ku, pak ji pfemistil na dalsi ve stejném
kroku (skore 3), tlapka z pti¢ky sklouzla a potkan nohou spadl do prazdna mezi prickami (skore
1). V tomto ptipadé bylo zaznamenano skore 1. Pokud doslo k padu, byla hodnocena pouze
koncetina, ktera iniciovala chybu, z4dné z dalSich koncetin hodnocena nebyla, dokud zvite

nezménilo polohu vSech koncetin (Metz & Whishaw, 2009).
6.4 Histologicka a imunohistochemicka analyza

Po 5 tydnech bylo behaviordlni testovani ukonceno a zvifata byla transkardidlné
perfundovana 4% roztokem paraformaldehydu v PBS (phosphate — buffered saline). Patet s
michou byla ve stejném roztoku fixovdna po dobu jednoho tydne. Po tydnu byla micha
z patetniho kanalu vyjmuta a fixovana opét v 4% roztoku paraformaldehydu v PBS. Micha byla
vyjmuta v délce ptiblizné€ 2 cm od stiedu 1€ze kranialnim 1 kaudalnim smérem. Tato ¢ast michy
byla zalita do parafinu a byly vytvoieny pfi¢né fezy o tlouStce 5 um. Jednotlivé michy byly

krajeny podél kraniokaudalni osy a mezi jednotlivymi fezy byla vzdalenost 1 mm.
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Pro vyhodnocovani se pouzival vzdy stfed 1éze a poté dalSich 7 fezi kranialnim a
kaudalnim smérem (celkem 15 fezll). Pro vyhodnoceni tibytku Sedé a bilé hmoty byly tyto fezy
barveny roztokem Luxol—fast blue (1 g Luxol—fast blue rozpustén ve 100 ml 96 % ethanolu s
5 ml 10% kyseliny octové). Takto pfipravené trvalé preparaty byly nafoceny na mikroskopu
ZEISS AXIO Observer D1 (Carl Zeiss, Weimar, Némecko). V programu Image] (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) byly poté zméfeny plochy
zachované Sedé¢ a bilé¢ hmoty na jednotlivych fezech.

Na imunohistochemickou analyzu uréeni velikosti gliové jizvy byla pouzita primarni
protilatka proti GFAP (glial fibrillary acidic protein) konjugovana s cyaninovym barvivem Cy3
(Sigma, St. Louis, MO, USA). GFAP je bilkovina, ktera se fadi do rodiny cytoskeletalnich
proteinti, a je hlavni soucésti filament v maturovanych astrocytech CNS. Jedna se o
monomerickou molekulu (40 — 53 kDa) s vysokou specifitou pro CNS (v téle se vyskytuje
pouze v CNS) (Eng, 1985). GFAP se pfi postizeni astrocytd po traumatech CNS uvoliuje.
Snimky byly potizeny na mikroskopu ZEISS AXIO Observer DI (Carl Zeiss, Weimar,
Némecko) a v programu ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) byla poté spocitana velikost gliové jizvy (GFAP pozitivni oblasti v okoli 1éze).

Jako marker pro ur€eni poctu motoneuroni byla pouzita cholin acetyltransferaza
(ChAT, choline acetyltransferase). Barveni pomoci ChAT se pouziva u cholinergnich neurond.
Jako primarni protildtka byla pouZita kozi polyklonalni protilaitka proti ChATi.75
(NBP1-30052). Jako sekundarni protilatka byla pouZita osli protilatka proti kozi IgG
konjugovana s Alexa Fluor 488200 (A—11055). U motoneuroni bylo jeSté v ramci
imunohistochemické analyzy vyuZito barveni 4',6—diamidin—2—fenylindolem (DAPI), coZ je
marker bunéénych jader. DAPI slouZilo pfedevs§im ke zptesnéni analyzy a ke kontrole, zda se
opravdu jedna o motoneurony. Snimky byly pofizeny na mikroskopu ZEISS AXIO Observer
D1 (Carl Zeiss, Weimar, Némecko) a v programu Image] (Wayne Rasband, National Institutes

of Health, Bethesda, MD, USA) byl spocitan poc¢et motoneuron.
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6.5 Statisticka analyza

Pro stanoveni, zda jsou rozdily statisticky signifikantni mezi jednotlivymi skupinami
zvitat, byla pouzita dvoucestna Anova (two—way ANOVA). V piipad¢ behavioralnich testi,
meéieni plochy gliové jizvy, méfeni mnozstvi bilé a Sedé hmoty mi$ni a poctu motoneuronti byla
pouzita obousmérna ANOVA s opakovanym métenim, jelikoz jsem se chtéla podivat na to, jak
se vysledky odlisnych skupin ménily v case. Veskeré grafy byly vytvofeny v programu
GraphPad Prism 8. Rozdily byly povazovany za statisticky signifikantni, pokud p < 0,05. Data
jsou vyjadiena jako primér + stfedni chyba priméru (SEM). Signifikance v textu a v tabulkach

u grafli je oznacena takto: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, **** p <0,0001.
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7. Vysledky

7.1 Behavioralni testovani

7.1.1 BBB test

Postupné zotavovani zadnich koncetin bylo hodnoceno pomoci lokomoc¢niho testu BBB
(open field test). VSechna zvitata byla testovana kazdy tyden po provedeni operacniho zakroku.
Dle vysledki jsou patrné signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami.

Po operaci nebyly pozorovany vyznamné rozdily mezi skupinou, u které byla provedena
laminektomie a u katétr skupiny. Skore v BBB testu byly odlisné u levé a pravé zadni koncetiny.

U levé nohy, ve skupinach laminektomie a katétr, se pohybovalo od 19,90 (+ 0,60) jeden
tyden po SCI do 21 (£ 0,00) ke konci experimentu, tedy 5.tyden po SCIL

Ve skuping s 1ézi o objemu 10 pl je patrné signifikantni poskozeni motorické funkce.
Prvni tyden po zakroku méla zvifata skore 11,45 (+ 1,95) bodd, coz je signifikantni rozdil,
pokud porovname vysledky se obéma vyse zminénymi kontrolnimi skupinami.

Béhem experimentu se motorickd funkce u skupiny s 1ézi o objemu 10 pl postupné
zlepsovaly a vysledky BBB testu dosahly az skore 16,55 (£ 1,91). Vysledky skupiny s 1ézi o
objemu 15 pl byly signifikantné odlisné, at’ byly porovnény s jakoukoliv jinou experimentalni
skupinou.

U skupiny s 1ézi o objemu 15 pl byl zaznamendm zavazny lokomoc¢ni deficit. Tato
zvitata méla v prvnim tydnu po provedeni SCI zdkroku vysledky 2,96 (= 0,87). Pozorovany
rozdil byl velmi signifikantni (p <0,001). S dalSim testovanim bylo vidét mirné zlepSeni a
konecné skore této skupiny v rdmci BBB testu bylo 8,13 (£ 1,15) (viz graf ¢. 1 + viz tabulka €.
2).

U pravé nohy zvifata u skupiny s laminektomii méla prvni tyden po testovani skore
19,60 (£ 0,58) a na konci experimentu, tedy pét tydni po operaci méla tato skupina skore 21,00
(£ 0,00).

Vysledky skupiny s katétrem se u pravé nohy pohybovaly od 19,90 (+ 0,68) prvni tyden
po operaci a na konci experimentu dosahla zvitata vysledkt 20,90 (= 0,10). Skupina s 1ézi o
velikosti 10 pl vychazela signifikantn€ niZs§i v porovnani se skupinou laminektomie, katétr a
signifikantné vyss$i v porovnani s vysledky skupiny 15 pl. Skupina s 1ézi o objemu 15 pl
vychdézela i na pravou nohu signifikantné niz$i v porovnani se v§emi ostatnimi skupinami (viz

graf €. 2 + viz tabulka €. 3).
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BBB test - leva noha
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Graf 1. BBB skore mérené na levé noze po dobu 5 tydnii po SCI. Statisticka signifikance je znacena * (p <0,05),
**(p <0,01), *** (p <0,001), **** (p <0,0001) a chybové usecky predstavuji = SEM.

Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 pl
1 tyden 19,90+0,60 A™ B 20,0040,55 A™ B 11,45+1,95 8 2,96+0,87
2 tyden 20,3040,49 A® B 20,70+0,20 A* B 13,05+2,04 B 4,54+1,03
3 tyden 20,60+0,40 B 21,00+0,00 B 15,40+1,91 B 5,96+1,03
4 tyden 20,90+0,10 B 21,00+0,00 B 15,90+£1,93 B 7,27+1,05
5 tyden 21,00+0,00 B 21,00+0,00 B 16,55+1,91 B 8,13+1,15

Tabulka 2. Data a smérodatné odchylky a vyznaceni signifikanci ke grafu cislo 1.
(p <0,05), “(p <0,01), " (p <0,001), " (p <0,0001);
A—vs.léze 10 ul ; B—vs. léze 15 ul; C—vs. katétr; D — vs. laminektomie
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BBB test - prava noha
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Graf 2. BBB skore méiené na pravé noze po dobu 5 tydnit po SCI.
Statisticka signifikance je znacena ** (p <0,01), *** (p <0,001), **** (p <0,0001) a chybové usecky predstavuji
+ SEM.

Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 pl
1 tyden 19,60+0,58 A B 19,90=+0,68 A™* B 9,70+£2,29 B"™ 2,54+0,92
2 tyden 20,20+0,58 A B 20,40+0,48 A B 12,40+1,88 B 3,65+1,09
3 tyden 20,50+0,32 B 20,70+0,30 B 15,10+1,55 B 5,08+1,15
4 tyden 20,80+0,20 B 20,80+0,20 B 15,90+1,49 B 5,88+1,17
5 tyden 21,00+0,00 B 20,90+0,10 B 16,70+1,47 B 6,83+1,28

Tabulka 3. Data a smérodatné odchylky a vyznaceni signifikanci ke grafu cislo 2.
Legenda:
(p <0,05), *(p <0,01), *"(p <0,001), "™ (p <0,0001);

A—vs. léze 10 ul ; B —vs. leze 15 ul; C — vs. katétr; D — vs. laminektomie
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7.2.2 Plantar test

Pro méfeni tepelné nocicepce byl pouzit Plantar test. Testovani bylo provadéno kazdy
tyden po operaci. U tohoto testu se projevily rozdily i mezi levou (viz graf €. 3 + viz tabulka
¢. 4) a pravou zadni koncetinou (viz graf ¢. 4 + viz tabulka €. 5).

Na levé zadni koncetin€ nebyly pozorovany prakticky zadné rozdily. Na rozdil od toho
u pravé zadni koncetiny se zaCala projevovat zvysena citlivost k teplu jiz od 2. tydne po SCI u
skupin s 1ézi o objemu 10 pl a 15 pl. Ve 3. a 4. tydnu testovani bylo dosazeno vyrazné kratsi
doby odtazeni tlapky od stimulu mezi zvifaty ve skupiné 15 pl a zvifaty ve skupinach
laminektomie a katétr (p <0,05), coz ukazuje, ze se diive nebolestivy podnét stal bolestivym
(hyperalgezie). B¢hem 5. tydne testovani se projevilo mirné zlepSeni. Toto zlepSeni mélo za
nasledek ztratu statistické signifikance, ale ¢as odtazeni tlapky od zdroje tepla u skupiny s 1ézi
o objemu 15 pl byl stale kratSi nez u vSech ostatnich skupin

(laminektomie - 13,7 s, katétr - 14,6 s, 10 pul - 14,5 s, 15 ul - 11,6 s).
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Plantar test - leva noha
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Graf 3. Plantar test mérici cas, po kterém dojde k odtazeni levé koncetiny po aplikaci tepelného stimulu. V tomto

pripade bez signifikance a chybové usecky predstavuji + SEM.

Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 pl
1 tyden 14,04+1,83 10,65+1,63 12,91+1,39 12,26+0,82
2 tyden 10,99+1,79 13,31+1,07 13,3340,75 13,44+1,11
3 tyden 13,05+1,09 14,13+1,14 12,37+0,89 12,35+0,88
4 tyden 14,92+0,61 14,26+0,42 13,11+1,16 13,27+0,53
5 tyden 14,26+0,68 13,97+1,08 14,18+1,31 12,61+0,74

Tabulka 4. Data a smérodatné odchylky ke grafu cislo 3.
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Plantar test - prava noha
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Graf 4. Plantar test merici Cas, po kterém dojde k odtazeni pravé koncetiny po aplikaci tepelného stimulu.

Statisticka signifikance je znacena * (p <0,05) a chybové usecky predstavuji £ SEM.

Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 pl
1 tyden 12,92+1,51 11,3941,38 11,21+1,03 12,47+0,92
2 tyden 13,04+1,35 15,33+1,59 11,55+1,29 12,13+0,68
3 tyden 15,43+1,22 % 14,17+1,33 14,17+1,45 B* 10,36+0,73
4 tyden 15,80+1,96 B 15,45+1,03 12,91£1,00 11,13+0,78
5 tyden 13,71+0,84 14,63+1,27 14,45+1,40 B 10,44+1,28

Tabulka 5. Data, smérodatné odchylky a vyznaceni signifikanci ke grafu cislo 4.
Legenda: "(P<0,05), *(P<0,01), ™ (P<0,001), ™™ (P<0,0001);
A—vs. léze 10 ul; B—vs. léze 15 ul; C—vs. Katétr; D — vs. Laminektomie
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7.2.3 Ladder walking

Pomoci tohoto testu byly testovany pokrocilé koordinované lokomoc¢ni funkce. Zvirata
prechazela zebtik a sledovalo se, jak presn¢ umist'uji tlapky na nepravidelné uspotadané pticky
zebtiku. Test byl zatfazen do posledniho tydne testovani (5. tyden po SCI zakroku). Vysledky
kontrolnich skupin — zvitata s laminektomii dosahla skore 5,75 (= 0,07) a sham skupina 4,76
(£ 0,25). U téchto skupin nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil. Potkani s 1ézi o objemu
10 ul byli schopni piejit Zebtik z jedné strany na stranu, ale chiize byla s vétSim poctem chyb.
Tato zvitata doséhla skore 3,12 (£ 0,33). Posledni skupina zvitat — zvifata s 1ézi o objemu 15
ul — tito jedinci nebyli schopni zebiik piekonat. Tato zvifata byla ohodnocena 0 body.
V porovnani s ostatnimi skupinami se od sebe jednotlivé skupiny signifikantné lisily (p <0,001,

p <0,05) (viz graf ¢. 5 + viz tabulka €. 6).
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Ladder walking test

Skore

Graf' 5. Ladder walking test. Motoricky test, pri kterém md potkan prejit z jedné strany aparatury na druhou pres
zebrik. Kazdy krok je bodovan dle stupnice viz. Kapitola 5.4.3. Statisticka signifikance je znacena * (p <0,05),
(P <0,01), ™ (P<0,001), "™ (P<0,0001) a chybové usecky predstavuji = SEM.

Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 nl
Skére 5,75+0,07 € 4,76+0,25 3,1240,33 €+ D 0 AT, G, D

Tabulka 6. Data, smérodatné odchylky a vyznaceni signifikanci ke grafu cislo 5.
(p <0,05), “(p <0,01), " (p <0,001), " (p <0,0001);

A—vs. léze 10 ul ; B —vs. leze 15 ul; C — vs. katétr; D — vs. laminektomie
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7.2 Histologicka a imunohistochemicka analyza
7.2.1 Zachovani Sedé a bilé hmoty

Po ukonceni behavioralniho testovani, zabiti pokusnych zvifat, vyjmuti michy
z patefniho kandlu, zafixovani tkané a vytvofeni histologickych preparati, byla na
transverzalnich miSnich fezech métena plocha Sedé (viz graf ¢. 6 + viz tabulka ¢. 7) a bilé (viz
graf €. 7 + viz tabulka ¢. 8) hmoty. Plocha Sedé¢ a bil¢ hmoty misSni byla métena v rozsahu 1,5
cm okolo stfedu 1éze. Méfeni probihalo v pixelech (pomoci programu Imagel) a vysledek byl
poté prepo¢itan na mm?. Histologické preparaty obsahovaly 15 axialnich histologickych ez
(7 ezl kranialn€ od stfedu 1éze, 1 fez ze stiedu léze a 7 fezi kaudalné od stredu 1éze) (viz
obrazek ¢. 35). Za stfed 1éze byl povazovan fez, ktery mél zachovano nejméné misni tkané.
Zvitata s 1ézi o objemu 15 pl méla signifikantné nejméné zachovanou misni tkan v porovnani
s ostatnimi skupinami nejen ve stfedu léze, ale i kranidln€é a kaudalné. Plocha bilé hmoty
odhalila signifikantné niz§i mnozstvi u obou skupin slézi oproti skupiné s katétrem a
laminektomii. Pfi porovnani skupin s 1ézi mezi sebou (10 pl a 15 pl) se ukazalo, ze skupina
s 1ézi o objemu 15 pl méla daleko méné zachovanou bilou hmotu misni oproti skuping s 1ézi o

objemu 10 pl.
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Obrazek 35. Zachovani Sedé a bilé hmoty misni na histologickych rezech, které ukazuji rozdily mezi jednotlivymi

skupinami a zdaroven rozdily na urovnich jednotlivych rezii.
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Mnozstvi Sedé hmoty

2.0 ) )
-@- Laminektomie
-+ 5
e Katétr
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=
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=
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7-6-5-432-101234526 7
Kranialni <= Centralni => Kaudalni

Graf 6. Plocha zachované Sedé hmoty mérend v rozsahu 7 mm kranidlné az 7 mm kaudalné od stiedu léze u zvirat

5 tydnii po SCI. Statisticka signifikance je znacena v tabulce pod grafem * (p <0,05), ** (p <0,01) a chybové

usecky predstavuji £ SEM.

Uroveii Fezu Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 pl
-7 1,02+0,12 0,83+0,11 1,2240,32 1,38+0,29
-6 0,89+0,18 0,86+0,08 1,03+0,21 1,30+£0,35
-5 0,84+0,09 0,89+0,07 1,03+0,16 1,28+0,34
-4 0,85+0,08 0,80+0,05 0,96+0,14 0,79+0,32
-3 0,9140,10 0,77+0,08 0,9940,14 0,73£0,29
-2 0,90+0,07 0,80+0,04 0,99+0,24 B* 0,36+0,13
-1 0,82+0,08 0,88+0,04 B* 1,05+0,30 B* 0,20+0,08
0 0,73+0,07 0,68+0,03 0,6340,13 0,14+0,04
1 0,86+0,07 0,79+0,04 0,60+0,17 0,33+0,27
2 1,00+0,07 B* 0,84+0,04 0,65+0,15 0,31+0,25
3 0,86+0,07 0,79+0,04 0,64+0,12 0,38+0,30
4 0,87+0,11 0,77+0,04 0,66+0,09 0,390,27
5 0,85+0,06 0,84+0,06 0,64+0,12 0,59+0,25
6 0,80+0,04 0,83+0,05 0,77+0,05 0,844+0,23
7 0,83+0,03 0,90+0,07 0,754+0,04 0,85+0,20

Tabulka 7. Data, smérodatné odchylky a vyznaceni signifikanci ke grafu cislo 6.

Legenda:

(0 <0,05), "(p <0,01), "(p <0,001), "™ (p <0,0001);

A—vs. léze 10 ul; B—vs. léze 15 ul; C—vs. katétr; D — vs. laminektomie
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MnozZstvi bile hmoty

Laminektomie
Katétr

Léze 10 pul
Léze 15 ul

L L

Plocha [mmz]

(U N A N R
-7-6-54-3-2-1012345267

Kranialni <= Centralni => Kaudalni

Graf' 7. Plocha zachované bilé hmoty merend v rozsahu 7 mm kranidalné az 7 mm kaudalné od stiedu léze u zvirat
5 tydnit po SCI. Statisticka signifikance je znacena v tabulce pod grafem * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p <
0,001), **** (p< 0,0001) a chybové usecky predstavuji = SEM.

Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 pl
-7 2,73+0,17 2,50+0,12 2,69+0,33 2,52+0,18
-6 2,48+0,22 2,63+0,05 2,44+0,20 2,45+0,15
-5 2,56+0,17 2,74+0,14 2,39+0,18 2,29+0,17
-4 2,82+0,19 2,60+0,19 2,31+0,19 2,19+0,22
-3 2,65+0,15 2,49+0,14 2,35+0,20 1,73+0,19
-2 2,75+0,11 B 2,66+0,12 B 2,42+0,37 B 1,34+0,21
-1 2,57+0,14 B 2,7740,18 A% B 1,96+0,44 B" 1,12+0,20
0 2,40+0,08 B 2,38+0,07 B 1,98+0,33 B 1,03+0,21
1 2,8240,19 A% B 2,55+0,09 B 1,96+0,35 B 1,00+0,29
2 2,88+0,13 A% B™ 2,43+0,12 B 2,08+0,31 B" 1,28+0,26
3 2,83+0,12 B 2,60+0,05 B* 2,19+0,26 1,48+0,24
4 2,74+0,10 B 2,55+0,17 B 2,14+0,21 1,46+0,28
5 3,2340,43 A* B 2,74+0,17 B 2,18+0,29 1,63+0,27
6 2,56+0,13 2,63+0,10 2,29+0,18 1,98+0,19
7 2,63+0,11 2,65+0,07 2,31+0,12 2,18+0,19

Tabulka 8. Data, smerodatné odchylky a vyznaceni signifikanci ke grafu cislo 7.
Legenda:
‘(0 <0,03), “(p <0,01), " (p <0,001), " (p <0,0001);

A—vs. léze 10 ul; B—vs. léze 15 ul; C—vs. katétr; D — vs. laminektomie
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7.2.2 Gliové jizva

Na imunohistochemickych preparatech byla zkoumana mira vzniku gliové jizvy pomoci
méteni GFAP—pozitivni oblasti (viz obrazek ¢. 36). Barveni bylo provedeno na 10 axidlnich
fezech (5 fezl kranialné od stfedu 1éze, 1 ze stiedu 1éze a 4 kaudaln€ od stredu 1éze). Za stied
1éze byl povazovan fez, ktery mél zachovano nejméné misni tkané.

Plocha jizvy byla méfena v pixelech a vysledek byl vyjadien jako procentualni podil
celkové plochy miSniho fezu (viz graf ¢. 8 + viz tabulka €. 9). Za stied 1éze byl povazovan fez
s nejméné zachovanou miSni tkani. V obou nezranénych (laminektomie a katétr) skupinach a
ve skuping s 1ézi o objemu 10 pl skuping byla astrogliéza nizsi nez 1 % z celkové plochy fezu.
Naopak u zvitat s 1ézi o objemu 15 pl byla pozorovana vyznamné vétsi gliova jizva nez u zvitat
z ostatnich skupin. Nejvyraznéjsi gliova jizva je u zvitat s 1€zi o objemu 15 pl s pikem ve sttedu

1éze (7,23+3,37 %).

Obrazek 36. Mereni velikosti gliové jizvy kolem centralni dutiny — gliova jizva je oznacena na obrazku bilym
ohranicenim. Na imunohistochemickou analyzu urcent velikosti gliové jizvy byla pouZita primarni protilatka proti
GFAP konjugovand s cyaninovym barvivem Cy3 (Sigma, St. Louis, MO, USA). GFAP se pri postizeni astrocyti
po traumatech CNS uvolnuje. Snimky byly porizeny na mikroskopu ZEISS AXIO Observer D1 (Carl Zeiss, Weimar,

Neémecko). Na snimku je videt meritko 200 um.
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Gliova jizva
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Graf 8. Velikost gliové jizvy vyjadrena jako procentudlni podil celkové plochy transverzalniho misniho vezu u
zvirat 5 tydnit po SCI. Oblast merent zahrnovala 5 mm kranidalnim az 4 mm kauddlnim smérem od stredu léze.

Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001), **** (p< 0,0001) a chybové

usecky predstavuji + SEM.

Uroveii Fezu Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 pl
-5 0,07+0,02 0,27+0,12 0,12+0,07 1,35+1,22
-4 0,17+0,09 0,35+0,12 0,44+0,16 1,49+1,15
-3 0,09+0,05 0,30+0,08 0,97+0,27 1,90+0,95
-2 0,27+0,21 B* 0,53+0,20 B* 0,70+0,19 3,61+0,59
-1 0,22+0,13 B 0,52+0,19 B*** 1,060,445 B 4,990,62
0 0,21+0,11 B 0,55+0,15 B 1,68+0,87 B 7,23+£3,37
1 0,24+0,16 B™ 0,78+0,30 B*" 0,69+0,25 B 4,51£2,60
2 0,2940,15 B* 0,41+0,20 B™ 0,39+0,17 B 4,37+1,51
3 0,46+0,25 0,45+0,16 B* 1,12+0,59 3,65+0,97
4 0,27+0,11 0,5040,11 0,41+0,06 3,12+0,57

Tabulka 9. Data, smerodatné odchylky a vyznaceni signifikanci ke grafu c¢islo 8.

Legenda:

(0 <0,05), **(p <0,01), " (p <0,001), ***(p <0,0001);

A—vs. léze 10 ul; B—vs. léze 15 ul; C—vs. katétr; D — vs. laminektomie
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7.2.3 Motoneurony

Pocet motoneuront byl spocitdn na zdkladé poctu ChAT—pozitivnich neuront (viz
obrazek ¢. 37) a to na 5 axialnich fezech (2 fezy kranidln€ od sttedu l1éze, 1 fez ze stifedu 1éze a
2 fezy kaudaln€ od stiedu 1éze) (viz graf €. 9 + viz tabulka ¢. 10). Za stied 1éze byl povazovan
fez, ktery mél zachovan nejméné misni tkané. Vyznamné sniZzeny pocet motoneuronti byl
pozorovan v obou skupindch s provedenou 1ézi — 15 ul a 10 ul, ve srovnani se zvifaty z
neporanénych skupin — laminektomie a katétr. Primérny pocet motoneuront ve skupinach SCI
kolisal od 0 do 5,9, zatimco u zvifat z neporanénych skupin byl pocet motoneuronii v rozmezi
od 9 az 21. Mezi katétr skupinou a skupinou s provedenou laminektomii nebyly pozorovany

prakticky zadné rozdily.

Obrdazek 37. Snimek z mikroskopu ZEISS AXIO Observer D1 (Carl Zeiss, Weimar, Némecko) ukazujici barveni
motoneuronii (oznaceny Sipkou) pomoci ChAT. Jako primarni protilatka byla pouzita kozi polyklonalni protilatka
proti ChAT ;.75 (NBP1-30052) a jako sekundarni protilatka byla pouzita osli protilatka proti kozi IgG konjugovana
s Alexa Fluor 488200 (A—11055). V ramci imunohistochemické analyzy bylo vyuzito barveni DAPI ke zpresnéni

analyzy a ke kontrole, zda se opravdu jedna o motoneurony. Na snimku je videt meritko 30 um.
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Motoneurony
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Graf 9. Celkovy pocet motoneuronti spocitany na transverzalnich misnich rezech u zvirat 5 tydnit po SCI. Oblasti,
kde byl pocet motoneuronii mereny, zahrnovala 2 mm kranialnim az 2 mm kaudalnim smeérem od stredu léze.
Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001), **** (p< 0,0001) a chybové
usecky predstavuji + SEM.

Uroveii Fezu Laminektomie Katétr Léze 10 pl Léze 15 pl
-2 11,75+2,02 A% B 10,50+1,85 B 5,40+0,87 2,80+1,16
-1 14,5+£2,20 A, B 10,50+1,94 A B 2,00+0,84 2,00+£1,76
0 15,541 ,55 A Bros 9,25+1 38 A% B 1,00+1,00 0
1 14,0042,45 A, B 9,504+1,32 A% B 3,40+2,71 1,60+1,6
2 12,25+£2,10 B 10,00+1,58 7,00+1,67 4,60+0,4

Tabulka 10. Data, smérodatné odchylky a vyznaceni signifikanci ke grafu cislo 9.
Legenda:
(p <0,05), *(p <0,01), *"(p <0,001), "™ (p <0,0001);

A—vs. léze 10 ul ; B —vs. leze 15 ul; C —vs. katétr; D — vs. laminektomie
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8. Diskuse

Cilem vymyslet vhodnou 1é¢bu pro pacienty s miSnim poranénim se 1 v soucasné dob¢
zabyva velké mnozstvi pracovist’ napfi¢ celym svétem. Mnoho védct a jejich vyzkumné
skupiny se snazi vyvinout nové moznosti pro lécbu SCI a tento smér vyzkumu se tak stal
neodmyslitelnou soucasti experimentalni mediciny. Aby tento kol byl GspéSné splnén, tak je
nutné vytvorit takovy model, ktery bude co mozna nejblizsi samotnému misnimu poranéni u
lidi. Vmé praci predstavuji experimentalni potkani model, ktery je pomémé snadno
reprodukovatelny a vychazi z kompresniho modelu SCI a zaroven z faktu, Ze mi$ni poranéni u
lidi vznikd zpravidla z ventralni strany michy.

Vroce 2001 byla publikovdna studie ze Slovenské Akademie véd na kompresni
balonkovou 1ézi, kdy byl katétr zaveden z dorsalni strany michy. Studie ukézala, ze takto
vytvoreny model je pomérn¢ jednoduchy a snadno reprodukovatelny. (Vanicky et al., 2001).
V této praci bylo vyuZito stejného operaéniho postupu, jediny rozdil byl pouze v umisténa
katétru po odstranéni obloukli obratli na tirovni Th10.

Ventralni umisténi katétru do nami urcené polohy na urovni michy vyzadovalo peclivou
chirurgickou préci. Proto, aby nedoslo k poskozeni mis$ni tkdn¢ béhem chirurgické zakroku, byl
pouzit operaéni mikroskop. Cim vétsi 1éze byla vytvorena, tim byl pozorovan zavazngjsi ibytek
velikosti Ubytku a mife poSkozeni miSni tkang€. V ramci prace byly porovnavany dvé skupiny
zvitat s 1ézi o velikosti 10 ul a 15 pl a jako kontrolni skupiny slouzila zvitata, kterym byla
provedena pouze laminektomie a jedinci, kterym byl pouze vsunut katétr do ventralni oblasti
michy, ale balonek na jeho konci nebyl béhem zakroku nafouknuty. Velikost 1éze byla
hodnocena prostfednictvim histologické (zachovani Sedé a bilé hmoty misSni) a
imunohistochemické (astrogliéza, pocet motoneuronll) analyzy a motorické funkce byly
hodnoceny na zdkladé€ behavioralnich testii (BBB test, Ladder walking test, Plantar test). To, ze
pouhé zasunuti katétru (bez nafouknuti) nezplsobuje poranéni, ndm potvrdila jedna
z kontrolnich skupin. U skupiny s nenafouknutym katétrem nedoSlo ani k vyznamnému
poruseni motorickych a senzorickych funkci, tak ani k poSkozeni miSni tkan¢ a nebyla
pozorovana ani vyrazna astroglioza. Men$i odchylky ve vysledcich behavioralnich testi
muzeme vysvétlit jako pravdépodobny nésledek samotné operace jako napiiklad vznik
epidurdlniho hematomu, ptipadné poskozeni epidurdlniho prostoru, nebo svali v okoli

paterniho kandlu.
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Abychom ziskaly pfedstavu o tom, jak bude vypadat model mirného a té¢zkého poranéni
michy, tak jsme se rozhodli, Ze porovname dvé skupiny, v kazdé skupiné nafoukneme baléonek
umistény na konci katétru na jiny objem — 10 pl a 15 pl. Ve skupin€ s 1ézi o objemu 10 pl byla
v BBB testu pozorovana pocateéni neschopnost kroku podpoieného véahou vlastniho téla,
zména pii umistovani tlapky a zmeéna koordinace behem jednotlivych krokii. Béhem
behaviordlniho testovani se tyto odchylky od normalnich motorickych funkci postupné
zlepsovaly a na konci testovani piinesly vysledky behavioralnich testd model s klinickym
obrazem mirné paraparézy, doslo tedy k ¢astecné ztraté schopnosti v aktivnim volném pohybu,
k oslabeni svalii dolnich koncetin a mirné ochrnuti dolni poloviny téla. Koordinace koncetin
byla prokazana na Ladder walking testu zvySenym poctem chybnych krokti béhem ptechazeni
zebtiku z jedné strany na druhou. Dale byl u této skupiny pozorovan mirny ubytek misni tkané
kaudalné smérem od léze a zaroven byl pozorovan snizeny pocet motoneuront. Gliova jizva
v této skupiné byla daleko vétsi v porovnani s kontrolnimi skupinami. Doslo tedy k vysSimu
stupni zapojeni astrocytii do regeneracnich procest a tim padem i ke vzniku jizvy, kterd ma za
ukol oddélit zdravou tkan od té poSkozené a zabranit tak dalSimu Sifeni poranéni.

Komprese michy balonkem nafouknutym na 15 pl méla za nasledek vazny neurologicky
deficit a zaroven prakticky uplnou paraplegii v prvnim tydnu po opera¢nim zakroku. Motorické
funkce se postupné spontanné zlepsovaly béhem dalSich tydnti testovani. Ale v ramci BBB testu
doséhla zvifata maximaln¢ 7,5 bodu, coz znamena, Ze zvitata nebyla schopna chodit s podporou
vahy vlastniho téla — obnovila se tedy pohyblivost v jednotlivych kloubech, ale zvifata se na
zadni tlapky potfadné nepostavila a jejich pohyb prakticky zprostiedkovavaly pouze ptredni
koncetiny. Ladder walking test ukazal, ze zvitata nebyla viilbec schopna pfejit zZebiik z jedné
strany na druhou a na Plantar testu byla pozorovana vyrazné zvySena hyperalgezie u pravych
dolnich koncetinach u vSech zvitat ze skupiny. Vyraznéjsi hyperalgézie na pravé stran¢ byla
pravdépodobné zplisobena tim, ze pii operaci byl katétr podsouvan pod michu z pravé strany
miSniho kandlu. U testi motorickych funkci (BBB test a Ladder walking test) nebyly
pozorovany horsi vysledky na pravé strané téla v porovnanim s levou stranou. Da se tedy
predpokladat, ze umisténi katétru ovlivituje pfedni senzoricky spinothalamicky trakt. Zavazny
ubytek miSni tkdné koreloval se zvySenou tvorbu gliové jizvy a signifikantné sniZenym poctem
motoneuront. Ukézal se tedy nepfimo umérny vztah mezi velikosti gliové jizvy a mnoZstvim
misni tkang (jinak feceno tkan prakticky zachovana nebyla a vznikla jizva byla nejvétsi v této

skuping).
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Pti porovnani studie publikované Slovenskou Akademii véd z roku 2001 vysly vysledky
behavioralnich testl pii provedeni zékroku z dorsalni strany a nafouknutim katétru srovnatelné
(Vanicky et al., 2001). Oddéleni Regenerace nervové tkané na Ustavu experimentalni mediciny
AV CR publikovalo i jiné studie, kde byla do experimentii pouZita zvifata s 1ézi provedenou
z dorsalni strany a pomoci balénkové komprese. V téchto studiich vSak zvitata s velikosti 1éze
o objemu 15 ul méla daleko horsi vysledky v BBB testu (zvifata méla o 1 az 2 body méné
hodnotici skaly) (Amemori et al., 2013; Urdzikova et al., 2014; Razicka et al., 2018; Svobodova
et al., 2019). Tento rozdil miize byt zplisoben nepiimym stlacenim kortikospinalniho traktu,
ktery je u potkanti lokalizovan z dorsalni strany. Ovsem podle histologickych fezl bylo patrné,
ze zase model provedeny zdkrokem z ventralni strany je ovlivnén pritomnosti fissury mediany
anterior. Fissura mediana anterior je vlastné ptedni zafez mezi ptrednimi rohy, ktery vede po
celé délce michy. Pti zadkroku doslo k tomu, Ze katétr s balonkem byl umistén piimo do tohoto
zafezu a tim padem komprese nebyla tak velika jako pti provedeni zakroku z dorsélni strany,
kde tento zatrez neni. Katétr de facto mechanicky oddélil dvé poloviny michy od sebe a az poté
nastala komprese misni tkdn¢. U skupiny s 1ézi o objemu 10 pl prave toto vedlo k nehomogenité
vysledkl v této skupiné. U skupiny s 1ézi o velikosti 15 pl se negativni disledky pfitomnosti
fissury zmenSily a toto poranéni vytvoftilo klinicky obraz zadvazného SCI.

Z pohledu klinické relevance jsou pravdépodobné nejvhodnéjsimi modely kompresni a
kontuzni (Kwon et al., 2010; Lee & Lee, 2013). Misni poranéni u lidi je nejcastéji nasledek
silného mechanického narazu na michu, ktery zptisobi zlomeni obratld a dislokaci odlomenych
kostnich fragmentli. K pohmozdéni michy u experimentdlnich modelli nejcastéji dochazi
narazem, a to bud’ vdhovym anebo elektromagnetickym (Gruner, 1992; Young, 2009). Tento
model ma vSak sva uskali, mezi kterd patii naptiklad variabilita spojena s funkénim zotavenim
v obdobi po SCI (Khan et al.,, 1999; Talac et al., 2004). Aby byla takto experimentalné
provedena léze konzistentnéjsi, vyuZivaji se digitalizované pfistupy, kdy je patet i télo potkanti
stabilizovano a pohmozdéni michy je fizeno pocitatem (Krishna et al., 2013).

Kompresni model SCI Ize vytvofit balonkovou technikou, jak tomu bylo v této praci,
nebo pomoci svorky, kterou je micha stlacena. Ve svorkovych modelech, které byly poprvé
popsany v roce 1978 (Rivlin & Tator, 1978), byly pouZity kalibrované svorky vyvijejici silu 35
— 50 g. Pomoci svorky byla micha stlacena z bo¢nich stran, coz ovsem neni bézny mechanismus
lidského poranéni. Akutni komprese dorsalni michy vyvoland balonkem se Siroce pouziva u
potkanti, pst, kraliki nebo primétii (Aslan et al., 2009). V ramci vytvaieni modelt byly i pokusy
s experimentalnimi ventralnimi 1ézemi. Tyto modely byly vytvafeny pomoci implantovanych

Sroubll. Do téla obratle byl implantovan Sroub, ktery mél za tkol zpiisobit kompresi michy
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z ventralni strany (Hukuda et al., 1972; Lee et al., 2012). Tento zplsob je vSak velmi
komplikovany, pokud jde o provedeni samotného chirurgického zdkroku a ziskani spravné
polohy sroubu. Pokud tento model tedy porovname s balénkovou kompresi, tak je nafouknuti
balonku daleko rychlejsi (fady sekund) a celkové daleko jednodussi na provedeni v porovnani
s implantovanim Sroubu do pateiniho obratle.

V této praci jsem predstavila model SCI, ktery je vysoce klinicky relevantni, co se tyce
komprese michy zventrdlni strany. Vzhledem k dobfe zndmému a relativné
nekomplikovanému piistupu k mise z dorsalni strany, je tato metoda i pomérn¢ snadno
reprodukovatelné a pfi vhodné zvoleném objemu, na ktery je balonek nafukovan, je 1 stupeni

zavaznosti traumatu u laboratornich potkanti odpovidajici poranéni u lidi.
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Zaver

Tato prace se zabyvala vytvofenim klinicky co mozna nejrelevantnéjSiho, pomérné
snadno proveditelného a financné co nejméne naroéného modelu SCI u laboratorniho potkana.

Po provedeni opera¢niho zdkroku u poranénych (1éze 10 pl a 15 pl) i kontrolnich (katétr
a laminektomie) skupin, prosla zvifata pétitydennim behavioralnim testovanim, kdy byly
sledovany motorické a senzorické funkce jednotlivych zvifat. Po skonceni behavioralniho
testovani byla zvifata usmrcena transkardialni perfizi, micha byla zafixovana v 4% roztoku
paraformaldehydu v PBS a poté byly sledovany patofyziologické procesy probihajici po
poranéni michy prostiednictvim histologickych a imunohistochemickych metod. V ramci
téchto metod byla pozornost zaméfena na velikost gliové jizvy, pocet motoneuronili a mnozstvi
zachované Sedé a bilé misni tkané.

Po vyhodnoceni jednotlivych testi, histologickych a imunohistochemickych metod byly
vysledky jednotlivych skupin porovnany mezi sebou. Vysledky ukézaly, ze existuje korelace
mezi vznikem a velikosti gliové jizvy a tbytkem miSni tkan€ u poranénych zvirat. Zvitata
s vetsi 1ézi méla signifikantné vétsi gliovou jizvu, nejveétsi deficit v mnozstvi Sedé i1 bilé misni
tkan¢ a v ramci behaviordlnich testi méla i nejvice zhorsené motorické funkce. Kontrolni
skupiny — katétr a laminektomie — si béhem vyhodnocovani staly velmi podobné a nebyly
pozorovany prakticky zZadné signifikantni rozdily mezi nimi. Jedinci s 1ézi o objemu 10 pl méli
pomérné nehomogenni vysledky, coz je pravdépodobné zpiisobeno piitomnosti piedniho
zéatezu miSniho, doSlo tedy ke zmirnéni dopadu poranéni na michu samotnou, ale 1 pfesto tato
zvitata byla prakticky ve vSech testech signifikantné horsi v porovnani s kontrolami, zaroven
vsak signifikantné lepSi v porovnani se skupinou s 1ézi o objemu 15 pl.

Tato prace tedy pfiSla s novym, pomérné snadno reprodukovatelnym ventralnim
kompresnim modelem experimentalni miSni léze u potkana, ktery zarovenn ovétila. Cely
operacni zékrok byl proveden pomoci nafouknutého balonku umisténého na konci Fogartyho
katétru. V ptipad€ pouziti tohoto modelu, co nejpiesn€jsim klinickym obrazem, by mélo byt

dodrzeno nafouknuti balonku na 15 pl.
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D) Zvite po zakroku v BBB aréné.
Pohybliva infradervena lampa — generator tepelnych stimuli.

Akrylovy box, do kterého byli umistovani potkani béhem testovani.

Detail tlapky a pohyblivé lampy béhem testovani.

Pocita¢ zaznamenavajici ¢as, jak dlouho potkan vydrzel tepelnou stimulaci, nez podnét zacal vnimat
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Partial placement. (hodnotici $kala pro Ladder walking test)
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