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ABSTRAKT

Poranéni michy je velmi zavazny klinicky i spoleCensky problém s dalekosahlymi
dasledky, které postihuji pacienta i jeho rodinu. Hledani vhodné 1é¢by, ktera by dokazala
zlepsit situaci téchto pacientt, je proto vénovano velké usili. Tato prace se zabyvala moznosti
vyuziti pfirodni latky kurkuminu v terapii miSniho poranéni na experimentalnim modelu
balonkové misni komprese. Potkani kmene Wistar byli po indukci 1éze rozdéleni do dvou
skupin, znichz jedné byl aplikovan kurkumin a druha slouzila jako kontrolni. Efekt
kurkuminu byl sledovan z funk¢éniho hlediska pomoci sady motorickych a senzorickych
behaviordlnich test, dale byla provedena histologickd a imunohistochemicka analyza a
pomoci metody qPCR byla sledovana exprese vybranych genti. Bylo prokazano, ze kurkumin
zlepSoval zakladni motorické funkce léenych zvifat, a to zejména v prvnich tydnech po
poranéni michy. Morfometricka analyza zachované $edé a bilé hmoty nepotvrdila rozdil mezi
jednotlivymi skupinami, nicméné velikost gliové jizvy byla u skupiny 1écené kurkuminem
Vv oblasti okolo stfedu 1éze vyznamné redukovana. Také aktivita transkripéniho faktoru NF-xB
byla po podavani kurkuminu podstatné¢ omezena. Analyza genové exprese prokazala snizeni
exprese genil pro GFAP a RANTES a naopak zvyseni exprese genu pro IRF-5 u l1é¢ené
skupiny po 10 dnech od poranéni michy. Vysledky ziskané v této praci dokladaji pozitivni
efekt kurkuminu na vyvoj misniho poranéni a naznacuji tak jeho mozné vyuziti v terapii

poranéni michy.

Kli¢ova slova: poranéni michy, kurkumin, zanét, behaviordlni testy, neurotrauma,

neuroregenerace, potkan



ABSTRACT

Spinal cord injury is a very significant clinical as well as social problem with extensive
consequences, affecting the patient and also his/her family. Great efforts have been devoted to
searching for an effective treatment, which would improve their situation. This thesis
evaluated the effects of the natural compound curcumin on spinal cord injury using an
experimental balloon compression model. Male Wistar rats were randomized into two groups
following the lesion induction, namely vehicle- or curcumin-treated. The behavioral recovery
was evaluated using a set of locomotor and sensory tests and a histological and
imunohistochemical analysis was performed. The g°PCR method was used to observe the
expression of some genes related to regeneration and immune response. It was demonstrated
that curcumin improved locomotor recovery after the spinal cord injury, particularly in the
early stages. Morphometric analysis of the gray and white matter sparing didn’t confirm any
differences between the two groups. Nevertheless, the glial scar formation was significantly
reduced around the central part of the lesion in the curcumin treated group and also the NF-«xB
activity was substantially inhibited. The gene expression analysis demontrated
downregulation of Gfap and Rantes genes and upregulation of the Irf5 gene in the curcumin
treated group 10 days after the spinal cord injury. These results demonstrated the positive
effect of curcumin on spinal lesion development and this therapeutic potential might be used

in the treatment of spinal cord injury.

Keywords: spinal cord injury, curcumin, inflammation, behavioral tests, neurotrauma,

neuroregeneration, rat
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1 SEZNAM ZKRATEK

5-LOX 5-lipooxygenéza (5-lipooxygenase)

ANOVA analyza rozptylu (analysis of variance)

ARE antioxidant response element

AT-MSC MSC izolované z tukové tkané (adipose tissue-derived MSC)
Na*/K*" ATPaza sodno-draselnd pumpa (adenosin-trifosfataza)

BAX BCL-2-associated X protein

BBB Basso, Beattie, Bresnahan

BCL-2 B-cell lymphoma 2

BDNF brain-derived neurotrophic factor

BM-MSC MSC izolované z kostni diené (bone marrow-derived MSC)
Cl 1. kréni obratel

C4 4. kréni obratel

CASP-3 kaspaza 3 (caspase 3)

CCL-3 chemokine (C-C motif) ligand 3

CCL-5 chemokine (C-C motif) ligand 5

CD-163 cluster of differentiation 163

CD-86 cluster of differentiation 86

cDNA komplementarni  deoxyribonukleova  kyselina  (complementary

deoxyribonucleic acid)

CNS centralni nervova soustava

CNTF ciliary neurotrophic factor

COX-2 cyklooxygenéza 2 (cyklooxygenase 2)

CSPG chondroitin-sulfatové proteoglykany (chondroitin sulfate proteoglycans)

Cy3 cyaninové barvivo 3 (cyanine dye 3)

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EMSA electrophoretic mobility shift assay

ESC embryonalni kmenové buiiky (embryonic stem cells)

FGF-2 fibroblast growth factor 2

GAP-43 growth associated protein 43

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GDNF glial cell line-derived neurotrophic factor
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GFAP
H,0,
ICAM-1
19G
IKK
IL-10
IL-1PB
IL-6
INOS
iIPSC

IRF-5
IxB

L2
MIP-1a
MP
MRC-1
MRNA
MSC
NASCIS

NF-xB
NGF
NMDA
NO
NOGO-A
NRF-2
NSC
NT-3
OLIG-2
p21

p53

p65
PBS

glial fibrillary acidic protein

peroxid vodiku

intercellular adhesion molecule 1

imunoglobulin G (immunoglobulin G)

IxB kinéaza (IxB kinase)

interleukin 10

interleukin 13

interleukin 6

inducibilni syntaza oxidu dusnatého (inducible nitric oxide synthase)
indukované pluripotentni kmenové bunky (induced pluripotent stem
cells)

interferon regulatory factor 5

inhibitor kB (inhibitor of kB)

2. bederni obratel

macrophage inflammatory protein 1a

methylprednisolon (methylprednisolone)

mannose receptor, C type 1

mediatorova RNA (messenger RNA)

mezenchymalni kmenové buiiky (mesenchymal stem cells)
Narodni studie akutniho misniho poranéni (National Acute Spinal Cord
Injury Study)

nuklearni faktor kB (nuclear factor kB)

nerve growth factor

N-methyl-D-apartat (N-methyl-D-aspartate)

oxid dusnaty (nitric oxide)

neurite outgrowth inhibitor A

nuclear factor erythroid 2-related factor 2

neuralni kmenové bunky (neural stem cells)

neurotrofin 3 (neurotrophin 3)

oligodendrocyte lineage transcription factor 2

protein 21

protein 53

protein 65

phosphate-buffered saline



PDGF
PLA-2
gPCR

RANTES
RNA
ROS
scCl
SEM
SOD-1
SORT-1
T10

T8
TGF-B1
Thl

Th2
TNF-a
UCB-MSC

VEGF
VEGFR

platelet derived growth factor

fosfolipaza A2 (phospholipase A2)

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce spojena s reverzni
transkripci a sledovana v realném c¢ase (quantitative real-time reverse
transcription polymerase chain reaction)

regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

reaktivni slouceniny kysliku (reactive oxygen species)

poranéni michy (spinal cord injury)

stitedni chyba priméru (standard error of mean)

superoxid-dismutaza 1

sortilin 1

10. hrudni obratel

8. hrudni obratel

transforming growth factor 1

T-helper cell 1

T-helper cell 2

tumor necrosis factor o

MSC izolované z pupecnikové krve (umbilical cord blood-derived
MSC)

vascular endothelial growth factor

vascular endothelial growth factor receptor 2

Poznamka: Zkratky jsou vysvétleny vzdy podle svého ptivodu, vétSinou v angliétiné. Pouze

Vv piipad¢ bézného uzivani ceského ekvivalentu je uveden Cesky vyraz. Zkratky proteint jsou

psany velkymi pismeny, zkratky gent s velkym pocate¢nim pismenem a kurzivou.
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2 UvoD

Traumatické poranéni michy (SCI) patfi mezi nejzdvaznéj$i poranéni, které ma za
nasledek trvalé poskozeni motorickych i senzorickych funkci. To se odrazi ve vyrazném
snizeni kvality zivota pacienta, pficemz jeho zivotni a 1é¢ebné naklady prudce stoupaji.
V Ceské republice je takto roéné postizeno asi 150 az 200 lidi a vétinu z nich tvoii muzi.

Nejcastejsimi pii¢inami jsou pady, dopravni nehody a urazy pfi sportu (www.spinalcord.cz).

Pojmem SCI oznacujeme stav utvareny sérii procesu, které vznikaji a rozvijeji se jako
dusledek mechanického plsobeni na michu v okamziku poranéni. Tyto patofyziologické
procesy se navzajem ovliviluji a spole¢né se podileji na poskozeni nervové tkané, které byva
obvykle nevratné. Prostfedi centralni nervové soustavy (CNS) totiz neni piiznivé pro
regeneraci nervovych bunék a axonl a prozatim neexistuje zadny 1é¢ebny postup, ktery by
tuto prekazku tspésné piekonal. Proto je po celém svété vynakladano velké Usili na hledani
novych lé¢ebnych moznosti, které by dokazaly zmirnit nasledky SCI a zlepSit tak nejen
fyzicky, ale i1 psychicky stav pacientll. Mezi tyto moznosti patii napiiklad terapie pomoci
kmenovych bun¢k nebo aplikace nejriznéjSich latek, jejichz cilem je podpofit regeneraci

misni tkané.

Jednou ze zkoumanych latek je i kurkumin, pfirodni barvivo ziskavané z rostliny
Curcuma longa. Tato rostlina je jiz dlouhou dobu vyuzivana v tradi¢ni mediciné pro své
1é¢ivé schopnosti a soucasné védecké studie prokazaly, Ze jeji aktivni substance kurkumin
skute¢né ma protizanétlivé a antioxidacni vlastnosti. Z tohoto divodu je kurkumin testovan

jako 1é¢ivo na fadu nejriznéjSich patologickych stavli a traumat.

Tato prace se bude zabyvat terapeutickym potencialem kurkuminu v 1é¢bé poranéni
michy. Bude zkouman vliv aplikace kurkuminu na probihajici patofyziologické procesy jako
napiiklad zanét, formovani gliové jizvy a tibytek Sedé a bilé hmoty. Pozornost bude vénovana
1 ptipadné regeneraci nervovych vldken a celkovy efekt bude zhodnocen pomoci funkénich

behavioralnich testu.
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3 LITERARNIi PREHLED

3.1 Anatomie michy

Micha (medulla spinalis) je sloupec nervové tkané =zajist'ujici komunikaci mezi
perifernimi nervy a mozkem, ale také produkujici jednoduché reflexni odpovédi. Je uloZzena
V patefnim kanale. Zacina na urovni C1 obratle jako pfimé pokracovani prodlouzené michy a
jeji konec u obratle L2 se nazyva conus medullaris. Odtud pokracuji volné svazky nervovych
vldken jako cauda equina. Conus medullaris je spojen s kostr¢i pomoci vazivového filum
terminale, ktery zajist'uje napéti a stabilizuje polohu michy. Lidska micha je dlouha piiblizné
40 aZ 45 cm a jeji primeér je asi 13 mm. V kr¢ni a bederni oblasti se nachazi intumescence

(ztlusténi) jako disledek inervace hornich a dolnich koncetin.

Micha je stejné jako mozek kryta vazivovymi obaly (meningy). Na povrchu je nejsilné;si
dura mater, pod ni se nachazi arachnoidea a tésné k povrchu michy je ptilozena pia mater.
Mezi arachnoideou a pia mater je subarachnoidealni prostor, ktery je vyplnén mozkomisnim

mokem. Tento prostor pfechazi na tirovni cauda equina v lumbalni cisternu.

Micha je u clovéka rozdélena na 31 miSnich segment: 8 krénich, 12 hrudnich,
5bedernich, 5 ki#izovych a 1 kostréni. Z kazdého segmentu vychazi skrz foramina
intervertebralia 1 par misnich nervl, které vznikaji spojenim ventralnich (motorickych,
eferentnich) a dorzalnich (senzorickych, aferentnich) kofenii miSnich a které inervuji
specifickou oblast téla. Na dorzalnich kofenech miSnich se nachazi spinalni ganglia, ktera

obsahuji téla aferentnich neurond.

r~ s

Samotna misni tkan je tvotena bilou a Sedou hmotou, ale oproti mozku se zde bila hmota
nachazi na povrchu. Sedd hmota ma tvar pismene H, pfi¢emZ rozezndvame anteriorni a
posteriorni rohy, v hrudni ¢asti michy jesté navic lateralni rohy. Jednotlivé oblasti Sedé hmoty
jsou ¢lenény na Rexedovy zony I az X. Uprostied je centralni kanal vyplnény mozkomi$nim
mokem. Bild hmota je diky rozlozeni Sedé¢ hmoty rozdélena na anteriorni, laterdlni a
posteriorni funiculi. Obsahuje ascendentni a descendentni drahy, tzv. trakty. Pii vytvareni

zvitecich modelti SCI je tfeba si uvédomit, ze lokalizace téchto traktl je druhové specificka.
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Sulcus medianus posterior
Commissura grisea
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= Arachnoidea
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Copyright © 2004 Pearson E . Ine., p as Benj C

Obréazek 1. Anatomie michy (www.humananatomybody.info).
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3.2 Patofyziologie poranéni michy

Poranéni michy je velice zadvazny stav, ktery je utvaien sérii navzajem se ovliviiujicich
patofyziologickych d&ji. Tyto déje ve zna¢né mife poSkozuji miSni tkan a zplsobuji tak
zasadni zmény v ptenosu signalu nervovymi drahami. V dusledku toho dochazi k porucham
motorického a senzorického systému, jejichz rozsah se odviji od velikosti a takeé lokalizace

poranéni. Na zaklad¢ klinického vySetieni pacienta se rozliSuji nasledujici stavy:

e Paraplegie — k 1ézi dochazi v hrudnich, bedernich nebo ktizovych segmentech michy.
Podle vysky poranéni jsou v rizné mife postizeny dolni koncetiny, trup, organy
bficha a panve.

e Tetraplegie (kvadruplegie) — Iéze se nachazi v krénich segmentech michy. PoruSena
je funkce vSech koncetin, trupu, organt biicha a panve.

e Pentaplegie — vznikad pii poranéni michy nad cervikalni intumescenci, tedy nad
urovni obratle C4. Kromé postizeni vSech koncetin, trupu a organt bficha a panve
doché&zi takeé k poskozeni funkce branice, coz ma za nasledek problémy s dychanim.

Pacienti jsou zavisli na ventila¢ni podpofte.

Dle chronologické navaznosti patofyziologickych procesi rozliSujeme primarni a

sekundarni poranéni.

3.2.1 Primarni poranéni

Primérni poranéni zahrnuje procesy, které jsou piimym dasledkem mechanického
pusobeni na michu v okamziku zranéni. Mezi tyto procesy patii poruseni bunécénych
membran a naslednd nekr6za neuronil 1 glii, pfiéemz z nekrotickych bunék se do okolni tkané
uvolnuje fada toxickych latek. Nervova vlakna jsou pferusena, coz vede k lok&lnimu bloku ve
vedeni signédlu a jejich degeneraci. Dale dochazi k poskozeni krevnich cév zasobujicich
michu, hemoragii a otoku. Otékajici micha zcela vypliiuje prostor pateiniho kanalu, a jakmile
tlak vyvijeny na michu ptfesahne tlak v cévach, nastava ischemie (Becker et al. 2003). Na tyto

procesy dale navazuje sekundarni poranéni.

3.2.2 Sekundarni poranéni

Sekundérni poranéni je vysledkem procest, které spousti organismus jako odpovéd na

prodélané trauma. Tyto procesy maji za ukol napravit poskozeni tkané a jsou tedy ve své
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podstaté reparativni. Prostfedi CNS je vSak velmi specifické, a tak tyto procesy nabyvaji spise
destruktivniho charakteru. Nejenze ¢asto poskozuji michu ve vétsi mife nez samotné primarni
poranéni, ale také pfimo brani regeneraci nervové tkané. Proto je pravé na né cilena hlavni
oblast vyzkumu terapie SCI. Sekundarni procesy muzeme fadit az do 22 kategorii (Oyinbo

vvvvvv

slouc¢eninami kysliku, apoptdza a nekrdza, demyelinizace a formovani gliové jizvy.
3.2.2.1 Zanét

Zanét je jeden z nejvyznamnéjSich faktord, ktery uréuje smér dalSiho vyvoje
sekundarniho poranéni michy. V misté léze nastiva regionalni degenerace poskozenych
axonu, coz je doprovazeno aktivaci ptiléhajici rezidentni mikroglie (Popovich et al. 1997).
Béhem nékolika malo hodin dochazi také k infiltraci neutrofili do mista 1éze, pozdéji je
nasleduje druha vina makrofagl, coz pfispiva k plnému rozvoji zanétu (Carlson et al. 1998).
Z Casového hlediska dosahuji neutrofily vrcholu okolo 24 hodin po SCI a po 7 dnech je jejich
mnozstvi v 1€zi jiz zanedbatelné, zatimco pocet makrofaga vrcholi az 14 dni po SCI a jesté po

28 dnech od SCI je lze na daném misté detekovat (Vaughn et al. 2013).

Ackoliv jsou fagocytické buiky dulezit¢ pro odstranovani nekrotické tkané a
myelinového debris, coz je pro regeneraci tkané nezbytné, jejich Uloha v poranéni CNS je
zna¢né kontroverzni. Horn se svym tymem prokazal, ze aktivované makrofagy asociovaly
s konci dystrofickych axont a zpisobovaly jejich retrakci. DoSlo tak ke zvétSeni vzdalenosti,
kterou by bylo pfi regeneraci potieba piekonat. Stejné vlastnosti pozorovali také u mikroglie
(Horn et al. 2008). Pti omezeni infiltrace neutrofili do mista 1éze pomoci inhibice P-selektinu
byly u zvifat po SCI naméteny lepsi lokomoc¢ni funkce a mensi krvaceni oproti kontrolni
skupiné (Taoka et al. 1997). Na druhou stranu dle jinych studii maji fagocytické buiky na
regeneraci axont pozitivni vliv (Franzen et al. 1998; Stirling et al. 2009). Dvoji role pfi
rozvoji miSniho poranéni byla popsana u makrofagl. V soufasné dobé se rozliSuji dvé
populace makrofagti oznacované jako M1 a M2. M1 makrofagy produkuji po aktivaci zna¢né
mnozstvi prozanétlivych cytokini a reaktivnich sloucenin kysliku a uplatiiuji se zejména
v ¢asnych fazich odpovédi na trauma, kdy podporuji rozvoj zanétu. Naproti tomu M2
tkan¢ v pozd¢jsich fazich vyvoje poranéni (Ansari 2015; Gensel et al. 2015; Vasconcelos et

al. 2015). Cilem novodobych regenera¢nich studii je tedy spiSe podporovat polarizaci
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makrofagt smérem k M2 formé, nez se snazit zabranit jejich vniku do mista léze (Horn et al.
2008).

Kromé vysSe zminénych bunécnych typt lze po SCI v misté poranéni detekovat také
T-lymfocyty a dendritické bunky (Vaughn et al. 2013). Pusobeni T-lymfocytli na rozvoj
poranéni opét neni zcela jednoznacné. Dle Gonzaleze a jeho kolegti podporuji ubytek tkané a
zpusobuji lokomo¢ni deficit (Gonzalez et al. 2003), zatimco podle tymu Wolfové jejich uloha
zavisi spiSe na subtypu a aktivaénim stadiu, pfi¢emz Th2 (T-helper cell 2) buniky maji vétsi
potencial v ochrané neuronu pfed sekundarni smrti nez Th1 (T-helper cell 1) bunky (Wolf et
al. 2002).

Ihned po SCI v misté poranéni prudce stoupaji hladiny mRNA (mediatorové RNA)
prozanétlivych cytokint IL-1f (interleukin 1p), IL-6 (interleukin 6) a TNF-a (tumor necrosis
factor o) S vrcholem béhem nékolika mélo hodin, poté opét v rdmci 24 az 48 hodin po zranéni
klesaji na témét bazalni droven (Streit et al. 1998; Nakamura et al. 2003). U IL-1p a TNF-a
dochazi k vzestupu dokonce rychleji, nez do 1éze vniknou imunitni bunky z krve, takze tyto
cytokiny jsou dle Streita a jeho kolegti z pocatku produktem bunék jiz piitomnych v mise,
TGF-B1 (transforming growth factor f1) stoupd mnohem pomaleji a vrcholu dosahuje az
béhem ¢étvrtého dne po SCI (Nakamura et al. 2003).

Adachi a jeho kolegové zjistili, ze po 30 minutdch od SCI za¢ina exprese genu pro
cyklooxygenézu 2 (COX-2). COX-2 je inducibilni forma enzymu, ktery katalyzuje pfeménu
kyseliny arachidonové na prostaglandiny a tromboxany, coz jsou dalsi dualezité mediatory
zanétlivé odpovédi. Nejvyssi hladina mRNA pro COX-2 byla namétena jiz po 3 hodinach a
na svou bazalni uroven se vratila po 1 tydnu od SCIL. Zajimavé je, zZe builky exprimujici
COX-2 byly pozorovany pouze podél pia mater a cév, nikoliv ptimo v mi§nim parenchymu.
Zda se tedy, Ze tento enzym produkuji pouze buiiky endotelu; v neuronech a gliich k jeho
produkci po SCI zitejmé nedochazi (Adachi et al. 2005).

Ptfi popisu zéanétlivého procesu také nelze opomenout transkripéni faktor NF-xB
(nuklearni faktor xB), ktery je jednim z hlavnich regulatori exprese gent podilejicich se na
zanétlivé odpovédi. Plsobenim NF-kB dochézi ke zvySeni produkce adhezniho proteinu
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), stejné jako proapoptoticktho BAX
(BCL-2-associated X protein) a kaspazy 3. NF-«B tedy ptimo pfispiva k infiltraci zanétlivych
bunék do 1éze a apoptoze (Han et al. 2012). Jeho aktivace také vede k produkci
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prozanétlivych cytokint jako IL-1f a TNF-a (Shakhov et al. 1990; Hiscott et al. 1993).
V misté 1éze byl tento transkrip¢ni faktor pfitomen jiz 30 minut po SCI, nejvyssi hladiny pak
dosahoval po 24 hodinach od SCI, kdy jej bylo mozné detekovat i v $irSim okoli od

samotneho epicentra (Bethea et al. 1998).

3.2.2.2 Glutamatova excitotoxicita

Nasledkem primarniho poranéni se z posSkozenych neuroni a glii uvoliiuje do
extraceluldrniho prostoru glutamat. Tento excitaéni neurotransmiter se v daném misté
akumuluje a jeho mnoZstvi se brzy stava pro piitomné bunky toxickym (Liu et al. 1999).
Zvysené mnozstvi glutamatu zptisobuje masivni vtok vapenatych ionti do bunék, ke kterému
dochdzi jednak pfimo skrz ionotropni glutamatové receptory, ale také neptfimo diky
pretrvavajici depolarizaci a otevirani napétové zavislych vapnikovych kanalti (Azbill et al.
1997). Bylo zjisténo, ze naexcitotoxickem efektu se podileji jak NMDA
(N-methyl-D-aspartat), tak non-NMDA receptory (Liu et al. 1997).

Ptili§ vysoka intracelularni koncentrace vapniku ma za nasledek poskozeni mitochondrii
a jejich funkci. Dochazi k selhani elektronového transportniho systému, coz vede k formaci
reaktivnich sloucenin Kysliku (Azbill et al. 1997). Mitochondrie ztraci svij membranovy
potencial a jeji schopnost pufrovat intracelularni koncentraci Ca?* se snizuje az o 60 %. Do
cytoplazmy se uvoliiuje cytochrom c¢, zaroven se zvySuje pomér BAX/BCL-2 (B-cell
lymphoma 2) a aktivuji se kaspazy 3 a 9 (Zhang et al. 2014). Vsechny tyto mechanismy
nakonec vedou k apoptoze bunky.

3.2.2.3 Reaktivni slouceniny kysliku

Dalsim faktorem, ktery hraje dulezitou roli v sekundarnim poranéni michy, je vznik
reaktivnich sloucenin kysliku (ROS). Ktomu mutze dojit jednak vySe zminénym
excitotoxickym mechanismem, dale pii ischemii, ktera je sou¢asti sekundarniho poskozeni po

SCI, ale ptispét mize také mikroglie produkujici oxid dusnaty (NO).

Nebezpeci ROS tkvi pfedevsim v jejich vysoké reaktivité. Tyto latky oxiduji proteiny i
nukleové kyseliny a jsou piicinou peroxidace lipida (Xu et al. 2005). Produktem lipidoveé
peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin, které jsou pfitomny zejména v membranach,
je mimo jiné malondialdehyd, ktery poSkozuje nékteré dulezité metabolické enzymy (Azbill

et al. 1997). Jednim ztakovych enzymu je dle Jamme a jeho kolegti napiiklad i
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Na*/K" ATPaza (sodnodraselnd pumpa), jejiz aktivita je nepiimo umérna mife lipidové
peroxidace. Dal§im diisledkem peroxidace lipida je také naruSeni integrity membrany, kterd

muze vést az k lyze a smrti buriky (Jamme et al. 1995).

Produkce ROS ptispiva ziejm¢ z velké casti také k apoptoze bunék. U transgennich mysi,
které produkovaly zvySené mnozstvi enzymu superoxid-dismutdzy 1 (SOD-1), bylo
pozorovano mnohem méné bunék podléhajicich apoptoze (Xu et al. 2005). SOD-1 je enzym,
ktery se podili na odstrafiovani oxida¢niho stresu, stejné jako naptiklad katalaza nebo
glutathion-peroxidaza. Hladiny vSech téchto enzymu se po SCI pfirozené zvysuji, coz jen

potvrzuje vznik ROS (Vaziri et al. 2004).

3.2.2.4 Apoptoéza a nekréza

Po primarnim mechanickém poranéni, ale také v disledku vyse uvedenych sekundarnich
faktorti, dochazi po SCI k masivni ztraté bunék jak z dtivodu apoptozy, tak nekrozy. Mira
ptispévku téchto dvou rozdilnych mechanismd neni dosud zcela jasna. Dle Grossmanova
tymu podléhaji apoptdze pouze glie (Grossman et al. 2001), zatimco Liu a jeho kolegove

pozorovali apoptozu u glii i neuronti (Liu et al. 1997). K nekréze dochézi u obou typti bunék.

Jiz po 15 minutach byl Grossmanem a jeho kolegy v misté poranéni pozorovan patrny
Ubytek neuront, coz vedlo k poruSeni integrity Sedé hmoty. Jeji destrukce nasledné
pokracovala radialnim i longitudindlnim smérem a dochazelo take k poskozeni pfilehlé bilé
hmoty. Nejvétsi pokles neuronti byl zaznamenan mezi 4 az 8 hodinami po SCI. Ztrata
oligodendrocyti byla z ¢asového hlediska stejnd jako u neurond, zatimco u ponékud
odolngjsich astrocytti byla pozorovana nejdiive po 4 hodinach od SCI a nasledné jiz k jejich
dal§imu ubytku nedochéazelo. Po 24 hodindch byla v epicentru vytvofena velka kavita

obklopena tenkym okrajem z neporusené bilé hmoty (Grossman et al. 2001).

Po nékolika dnech se objevuje jeste¢ sekundarni apoptdza nekterych oligodendrocytil.
Tento proces ziejmé souvisi s degeneraci prerusenych axonu, které za normalnich okolnosti

produkuji trofické signaly zajist'ujici preziti téchto glii (Liu et al. 1997).
3.2.2.5 Demyelinizace

Neméné dilezitou soucasti sekundarni fdze miSniho poranéni je také progresivni
demyelinizace, ke které dochazi jak z divodu mechanické disrupce myelinu, tak kvili tbytku

oligodendrocytii. Nejvétsi pocet demyelinizovanych axonli byl pozorovan 24 hodin po

18



poranéni, pficemz vétsina téchto holych axond byla bud’ jiz mrtva nebo ve stadiu degenerace
(Totoiu et al. 2005). Asi po 14 dnech pak dochazi k opétovné remyelinizaci diky produkci
novych oligodendrocyti, jejichz hlavnim zdrojem jsou progenitorové bunky v miSe. Tato
produkce pokracuje nejméné tii mésice, ale tloustka myelinového obalu jiz nikdy nedosahuje

puvodnich rozmért (Totoiu et al. 2005; Hesp et al. 2015).

3.2.2.6 Gliova jizva

V disledku masivniho ubytku neuronii a gliovych bunék po SCI, stejné tak jako po
odstranéni zbytki poSkozené tkané fagocytickymi bufikami, dochazi v mise k formovani
kavit, které jsou ohrani¢eny denzni gliovou jizvou. Tento proces je dobfe viditelny jiz po
1tydnu od SCI (Chung et al. 2014). Jizva je tvofena hypertrofickymi astrocyty, které se
sdruzuji do piekryvajicich se svazku (Wanner et al. 2013) a pusobi tak jako fyzicka, ale také
chemicka bariéra pro regeneraci axont (Klapka et al. 2005). Produkuji totiz zvySené mnozstvi
chondroitin-sulfatovych proteoglykanti, jako tfeba neurocanu ¢i phosphacanu, které jsou
uéinnymi inhibitory axonalniho rastu (Chung et al. 2014). Dle Wannera a jeho kolegi mé ale
gliova jizva na rozvoj poranéni také pozitivni efekt, protoze zabranuje Sifeni zanétlivych

bunék, a tak pfedchazi dalsimu poskozovani tkané (Wanner et al. 2013).
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Obrézek 2. Patofyziologické procesy probihajici v poranéné mise (Mothe et al. 2012).
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3.3 Moznosti terapie poranéni michy

3.3.1 Soucasny stav

V soucasné dob¢€ neexistuje zadna spolehliva 1écba, kterd by néjak vyrazné zlepSovala
stav pacientll po SCI. Bézna praxe spociva obvykle ve stabilizaci a dekompresi michy, né¢kdy

v kombinaci s vysokymi davkami methylprednisolonu, nasledované dlouhodobou rehabilitaci.

Pravé dekomprese michy, utlaCované napiiklad ulomky obratli, a podéavani
methylprednisolonu jsou vSak ponc¢kud kontroverzni témata. Na zvifecim modelu poranéni
michy s naslednou kompresi bylo prokazano, Ze ¢im vétsi bylo zuZeni patefniho kanalu a ¢im
déle toto zuzeni trvalo, tim horsi bylo poskozeni misni tkané (Dimar et al. 1999). Pacientim
po SCI, u kterych byla provedena dekomprese michy do 24 hodin po zranéni, tento zasah
zlepsil motorické funkce a zkratil také pobyt v nemocnici (Dvorak et al. 2015). U nékterych
typt dekompresnich operaci ale byla pozorovana az o 20 % vétsi mira komplikaci, jako

naptiklad pneumonie, respira¢ni obtize a dekubity (Wilmot et al. 1986).

Methylprednisolon (MP)je kortikosteroid a v soucasnosti také jediné bézné podavané
1é¢ivo u pacientd po SCI. Dle nékterych vyzkumi podporuje regeneraci axont (Chen et al.
1996), snizuje expresi TNF-o a omezuje aktivitu NF-kB, ¢imZ puisobi proti rozvoji zanétu (Xu
et al. 1998). Na zaklad¢ slibnych vysledkii u zvifecich modelt byly v USA provedeny tfi
rozsahlé klinické studie s nazvem Narodni studie akutniho mi$niho poranéni (NASCIS) —
NASCIS | (Bracken et al. 1984), NASCIS Il (Bracken et al. 1990) a NASCIS 111 (Bracken et
al. 1997). Jejich vysledkem bylo potvrzeni pozitivnich u¢inkdt MP i u lidi a doporuceni jeho
podavani jako bézného 1é€ebného postupu po SCI. Tyto studie se vSak zaroven staly ter¢em
velké kritiky. Hurlbert, ktery provedl revizi NASCIS 1II a III, vyrazné nedoporucuje indikaci
MP pacientim S mi$nim poranénim. Odvolava se jednak na nesprdvné metodologické a
statistické postupy obou studii, ale hlavné na mnozstvi vedlejSich G€inktt MP, jako naptiklad
zvysend mira vyskytu infekci ran, embolie, pneumonie, sepse a dokonce mnohem vétsi riziko
amrti v disledku respiracnich obtizi (Hurlbert 2000). Zadné koneéné stanovisko ohlednd

podavani MP vsak dosud neni k dispozici.

3.3.2 Nové strategie

V souvislosti s poranénim michy je znamo, Ze k samovolné regeneraci axond piili§

nedochazi a obnova motorickych a senzorickych funkci je pozorovana jen minimalné. Proto
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je soustfedéna velkd pozornost na zkoumani riznych pfistupt, kterymi by bylo mozné
vytvofit prostiedi vhodné pro regeneraci nervové tkané. Témi nejcastéjSimi jsou vyuziti

kmenovych i nekmenovych bunék, molekularni terapie a tkdnové inZzenyrstvi.

3.3.2.1 Bunécna terapie

Aplikace riznych typi bun€k je vyuZivana zejména ze dvou divodi — aby byla
nahrazena ztracena tkan a také aby doSlo ke zvySeni pifezivani neuront diky produkci

trofickych faktora. V terapii SCI jsou testovany tyto bunécné typy:
e  Mezenchymalni kmenové buitky (MSC)

S pouzitim téchto bunék se mizeme setkat asi nejcastéji. Jejich zdrojem je bézné kostni
dien (BM-MSC), tukova tkan (AT-MSC) a pupecnikova krev (UCB-MSC). Z téchto typa
maji nejveétsi proliferatni schopnost UCB-MSC, které exprimuji nejméné senescen¢nich
proteini p53 a p21 a zaroven pusobi proti tvorbé prozanétlivych cytokinu (Jin et al. 2013).
Vyhodou BM-MSC (ptipadné také AT-MSC) je zase moznost pouziti autolognich preparatt,
které u pacientl po SCI vedly ke zlep$eni neurologickych funkci (Yoon et al. 2007).

e Neuralni kmenové bunky (NSC)

In vitro byla pozorovana diferenciace NSC v neurony, astrocyty a oligodendrocyty, po
transplantaci do michy vsak tvofily pouze buriky gliové linie (Shihabuddin et al. 2000). S tim
nesouhlasi Hong a jeho kolegové, ktefi pozorovali diferenciaci NSC po transplantaci do
poranéné michy ve vSechny tii typy bunék (Hong et al. 2014). NSC také podporuji rist
motorickych i senzorickych axont a produkuji trofické faktory NGF (nerve growth factor),
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) a GDNF (glial cell line-derived neurotrophic
factor) (Lu et al. 2003). U zviteciho modelu SCI mély NSC pozitivni vliv na znovuziskani
lokomoc¢nich funkci (Hong et al. 2014).

e Indukované pluripotentni kmenové buniky (iPSC)

Pluripotence je vlastnost, ktera umoziuje kmenovym bunkam diferencovat v tkané vsech
tii zarodecnych listi. Bézné maji tuto vlastnost pouze embryondlni kmenové buiky.
Takahashi a Yamanaka ale dokazali vytvofit pluripotentni builky z mySich fibroblastii a
nazvali je indukované pluripotentni kmenové buiiky. Potencialni nebezpeci téchto bungk ale
tkvi v jejich schopnosti formovat teratomy (Takahashi et al. 2006). Nori a jeho kolegové
vyuzili IPSC K transplantaci do imunodeficientnich mysi po SCI a zjistili, ze tyto bunky
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ptezily a diferenciovaly v neurony, astrocyty i oligodendrocyty. Navic také podporovaly
angiogenezi a rust axond. Mysi, které byly takto 1é¢ené, vykazovaly lepsi funkéni zotavovani
nez kontrolni zvifata. Dulezitym zjisténim bylo také to, Ze nedochazelo k formovani tumora
(Nori et al. 2011). Presto je potieba provést dalsi studie, které by potvrdily bezpe¢nost pouziti
IPSC.

e Embryondlni kmenové bunky (ESC)

Embryonalni kmenové buriky jsou pluripotentni bunky, které se ziskavaji z embryoblastu
zarodku ve stadiu blastocysty. Pfed pouzitim se obvykle diferencuji na pozadovany bunécny
typ, napiiklad na NSC. Takto ziskané NSC transplantované mysim po SCI mély pozitivni
efekt na lokomo¢ni funkce a zachovani nervové tkané (Salewski et al. 2015). U ESC ovsem
stejné jako u iPSC hrozi nebezpeéi formovani teratomu (Stachelscheid et al. 2013). Pouziti

lidskych ESC je navic z etického hlediska zna¢né kontroverzni téma.
¢ Nekmenové buiky

Kromé vyse zminénych bunécnych typt se zkoumaji také dalsi, jejichz potencial by bylo
mozné vyuzit k 1é¢bé poranéni michy. Jsou to naptiklad Schwannovy bunky (Marcol et al.
2015; Sparling et al. 2015), bunky olfaktorické glie (Rao et al. 2014) nebo M2 makrofagy
(Ma et al. 2015).

3.3.2.2 Molekularni terapie

Na zékladé novych poznatki o molekuldrni podstaté patofyziologickych procest
probihajicich po SCI jsou v 1é¢bé poranéni michy testovany také nejruznéjsi latky, které by
mohly tyto procesy ovliviiovat a napomahat regeneraci misni tkan€. Dle mechanismu, kterym

k tomu dochazi, 1ze tyto latky rozdé€lit do tii kategorii:
e  Latky chrénici poskozenou tkan

Do této kategorie spadaji latky, které potlacuji patofyziologické procesy probihajici po
cytokin IL-10 (interleukin 10). Jeho podavani zlepSovalo motorické funkce a prezivani
neuront u zvifat po SCI, soucasné bylo pozorovano také mensi mnozstvi apoptotickych
bunék (Zhou et al. 2009). V jiné studii zase IL-10 snizoval hladinu TNF-a a zmenSoval
neuropatickou bolest indukovanou SCI (Lau et al. 2012). Dalsi zkoumanou latkou je
antibiotikum minocyklin. Jeho ptisobeni po SCI zahrnovalo zvySené pfezivani axonli a mensi
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miru kavitace (Wells et al. 2003), také sniZeni mikrogliozy a funk¢ni zlepSeni (Festoff et al.
2006). Lee a jeho kolegové vsak tyto efekty nedokazali potvrdit (Lee et al. 2010). Kromé vyse
zminénych latek jsou pro své potencialni ucinky na SCI testovany také napiiklad

erythropoietin (Gorio et al. 2002) a atorvastatin (Pannu et al. 2005).
e Latky pomadhajici pfekonat inhibi¢ni prostredi

Po poranéni michy je vzniklé prostiedi nevhodné pro regeneraci z divodu piitomnosti
riznych inhibi¢nich faktor. Snaha zabranit plisobeni téchto inhibicnich faktorti je tedy
logickym krokem v terapii SCI. Jednim z inhibi¢nich faktord axonalniho ristu jsou i vyse
zminéné chondroitin-sulfatové proteoglykany, produkované ve zvySené mite hypertrofickymi
astrocyty (Chung et al. 2014). Podavéani chondroitinazy ABC, coz je enzym §tépici tyto latky,
skuteéné zlepSovalo regeneraci a funkéni zotavovani (Bradbury et al. 2002), ackoliv dle jiné
studie se jeji pozitivni G¢inky projevily az v kombinaci s bunéénym transplantatem (Kim et al.
2006). Déle je v procesu testovani také protilatka proti NOGO-A (neurite outgrowth
inhibitor A), ktery je po poranéni hojné pfitomen v myelinovém debris (Maier et al. 2009).

e Latky podporujici regeneraci axont

Pro podporu regenerace axont je mozné vyuzit neurotrofické faktory. Ty lze dodavat do
mista poranéni bud’ ptimo (Bradbury et al. 1999), nebo pomoci geneticky modifikovanych
bun€k produkujicich dany faktor ve zvySeném mnozstvi (Liu et al. 1999). Takto byly
testovany napiiklad NGF (Tuszynski et al. 1996), BDNF (Liu et al. 1999) a NT-3
(neurotrofin 3) (Bradbury et al. 1999). Vsechny prokazaly pozitivni efekt na axonalni rust.
VEGF (vascular endothelial growth factor) a PDGF (platelet derived growth factor) zase
redukovaly aktivaci makrofagii a mikroglie, omezovaly kavitaci a zlepSovaly motorické
funkce (Chehrehasa et al. 2014).

3.3.2.3 Tkanové inzenyrstvi

Zékladem tkanového inZenyrstvi je vybér materidlu, ktery je biokompatibilni a ma
vhodnou strukturu. Tento biomaterial poté slouzi jako substrat pro adhezi bun¢k a funguje tak
jako mechanickd podpora regenerace. N¢kdy byva dopfedu osazen rliznymi typy bunék ¢i

latek, které napomahaji nervové tkani ve spravném rustu.

V terapii SCI jsou testovany biomateridly piirodni i uméle piipravené. Uméle se

pfipravuji napiiklad nékteré hydrogely, coz jsou polymery siln€ véazici vodu jako tfeba
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poly(2-hydroxyethylmethakrylat) (Razicka et al. 2013). Z ptirodnich biomateriald byl
testovan naptiklad Matrigel, tedy produkt bunék Engelbreth-Holm-Swarmova sarkomu
(Williams et al. 2015), nebo také kolagenova nanovlakna (Liu et al. 2012). Pro usnadnéni a
orientaci rastu axond se pouzivaji materialy s longitudinalnimi navadécimi kanalky (Saglam
et al. 2013). Obecné vsechny tyto biomateraly vykazuji vlastnosti vhodné pro podporu
regenerace axond, JSOU biokompatibilni a nékteré plsobi i proti tvorbé gliové jizvy.
Nevyhodou pfi jejich testovani je ale zptisob provedeni SCI u modelovych zvirat. NejCastéji
je totiz provadéna transekce ¢i hemisekce michy, tedy Gplné nebo Castecné pieruseni nervové
tkan¢, aby vznikl prostor, do které¢ho je mozné biomateridl implantovat. Tento model ovSem
méné¢ odpovidd skutecnym podminkam pii poranéni michy. Najdou se ovSem i studie
vyuzivajici jiny typ experimentalniho SCI, jako naptiklad balonkovy kompresni model
(Woerly et al. 2001).
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3.4 Kurkumin a jeho vyuZiti

Kurkumin [1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion] je pfirodni latka
lipofilniho charakteru vyrazné zlutooranzové barvy. Tvoii hlavni aktivni slozku kurkumy
(také kurkumovnik dlouhy, Curcuma longa, anglicky turmeric), coz je vytrvala rostlina
z Celedi zazvornikovitych (Zingiberaceae) piirozené¢ se vyskytujici v oblasti jihovychodni
Asie. Mlety oddenek této rostliny se pouziva jako kofeni a z divodu své charakteristické
barvy také jako potravinarské a textilni barvivo. Velmi dlouho jsou pak znamy jeho 1éCivé
schopnosti, diky kterym je jiz po staleti soucasti tradi¢ni ¢inské a indické mediciny (Shishodia
et al. 2005).

(6] O
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Obrazek 3. Chemické struktura kurkuminu (Hong et al. 2004).

V soucasné dob¢ je lécebny a preventivni potencidl kurkuminu intenzivné védecky

zkouman. Zde jsou shrnuty jeho hlavni pozitivni efekty a moznosti vyuziti:

-----

e Protizanétlivy efekt

Bylo prokazano, ze podavani kurkuminu u¢inné€ snizovalo aktivitu NF-kB (Jin et al.
2014; Yu et al. 2014). Jak bylo zminéno vySe, tento transkripéni faktor je jednim
z nejdulezitéjsSich mediatorti zanétlivé odpovédi, ktery podporuje infiltraci imunitnich bun¢k
do daného mista (Han et al. 2012) a produkci prozanétlivych cytokint (Shakhov et al. 1990;
Hiscott et al. 1993). To ostatné potvrzuje také pozorovani, ze zvifata s poranénim michy,
kterym byl podavan kurkumin, méla niz§i hladiny prozanétlivych cytokintt TNF-a, IL-1 a
IL-6 nez kontrolni zvifata, kterym kurkumin podavan nebyl (Jin et al. 2014). Mechanismus,
jakym kurkumin inhibuje aktivitu NF-kB, spoc¢iva dle Jobina a jeho kolegti ve sniZzovani
aktivity IkB kinazy (IKK) a inhibici fosforylace IkB (inhibitor kB) (Jobin et al. 1999).

Nefosforylovany IxB tak zlstava vazan na NF-xB, ¢imz zabraiiuje jeho translokaci do jadra.

Hong a jeho kolegové také dokézali, Ze kurkumin ovliviiuje metabolismus kyseliny
arachidonové. Podle jejich studie kurkumin brani aktivaci fosfolipazy A2, ktera odstépuje
kyselinu arachidonovou z membranovych fosfolipidi, také snizuje expresi cyklooxygenazy 2

a inhibuje katalytickou aktivitu 5-lipooxygenazy (Hong et al. 2004). Tim vS§im kurkumin
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zamezuje vzniku prostaglandind, tromboxant a leukotrienil, coz jsou dilezité prozanétlivé

faktory.

Dle Krausze a jeho kolegti ma kurkumin také antimikrobialni a hojivé u€inky. Pozorovali
totiz, ze pritomnost kurkuminu inhibovala rast Staphylococcus aureus a zlepSovala hojeni u

myS$iho modelu povrchové rany (Krausz et al. 2015).
e Antioxidacni efekt

Kurkumin se také podili na ochrané pied oxidativnim poskozenim a jeho antioxidacni
aktivita je dokonce mnohem vy$$i nez u vitaminu E (Khopde et al. 1999). Podavani
kurkuminu naptiklad zvySuje aktivitu NRF-2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) (Jin
et al. 2014), coz je vyznamny transkrip¢éni faktor indukujici expresi antioxida¢nich enzymu
obsahujicich ve své genové sekvenci ARE (antioxidant response element) (Venugopal et al.
1998).

El-Bahr také zjistil, ze pii pusobeni oxidativniho stresu kurkumin zvySuje hladiny
superoxid-dismutazy, kataldzy a glutathion-peroxidazy, ¢imz podporuje zneskodiiovani ROS
(El-Bahr 2015). To potvrzuje také Kim a jeho kolegové, ktefi kurkumin podavali zvitatim
s poranénim michy a zkoumali aktivitu SOD. Navic u téchto zvifat naméfili také nizsi hladinu
malondialdehydu, neZ je po poranéni michy béZné, coz je ukazatelem mensi miry peroxidace

lipidti zptisobené ROS (Kim et al. 2014).

Bylo také prokazano, Ze kurkumin snizuje expresi iNOS, coz je inducibilni forma syntazy
oxidu dusnatého (Onoda et al. 2000). Tim omezuje tvorbu tohoto oxidu s radikalovou
povahou. K tomu dochazi pravdépodobné diky schopnosti kurkuminu snizovat aktivitu
NF-kB, ktery maze expresi INOS indukovat (Hatano et al. 2001).

e Antikancerogenni efekt

Pozoruhodné jsou také ucinky kurkuminu na buiikky nadort. Jiang a jeho kolegové, kteti
aplikovali kurkumin na buiiky melanomu, pozorovali u téchto bun¢k zvysenou miru
apoptdzy. Zaroven naméfili nizsi hladinu antiapoptotického proteinu BCL-2 a zvySenou
expresi tumor-supresorového proteinu p53, z¢ehoz usoudil na proapoptotické a
antiproliferacni ucinky kurkuminu na nadorové bunky (Jiang et al. 2015). U bunck
glioblastomu bylo dle Zanotto-Filho a jeho kolegl jeho ptisobeni obdobné — byly pozorovany

mitochondrialni dysfunkce, zastaveni bunéného cyklu a apoptoza. Zajimavé je, ze takto
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kurkumin G¢inkoval pouze na transformované glioblastomové buriky, nikoliv na zdravé

astrocyty (Zanotto-Filho et al. 2012).

Rast nddoru vyzaduje angiogenezi, aby byl zabezpecen dostatecny piisun zivin pro rychle
se tvorfici novou tkan. Angiogeneze je stimulovana VEGF, ktery produkuji nddorové bunky.
Kurkumin produkci VEGF sniZzuje, navic inhibuje aktivaci receptoru VEGFR-2 (vascular
endothelial growth factor receptor 2) a blokuje VEGFR-2 signalni drahy (Fu et al. 2015).

Do antikancerogennich vlastnosti kurkuminu muzeme také zafadit jeho antioxidacni

potencial, ktery je podrobnéji popsan vyse.

e Kardioprotektivni t¢inky

kardioprotektivné. U zvifat na vysokotukové stravé potlacoval dle Zenga a jeho kolegi
produkci NF-kB a prozanétlivych cytokini TNF-a, IL-1B, a IL-6, zaroven také zvySoval
hladinu NRF-2. Z morfologického hlediska potlacoval hypertrofii kardiomyocytd a vznik
srdeéni fibrozy (Zeng et al. 2015). Na zvitecim modelu chronického selhani ledvin, u kterého
je velké riziko kardiovaskularnich komplikaci, plsobil kurkumin taktéz kardioprotektivné
(Correa et al. 2013). Kurkumin byl také podavan pacientim po koronarnim bypassu, u
kterych snizil vyskyt néasledného akutniho infarktu myokardu na 13,1 % oproti 30 % u

pacientt z kontrolni skupiny (Wongcharoen et al. 2012).
e DalSi moZnosti vyuZiti

Kromé vySe zminénych moznosti vyuziti kurkuminu jsou jeho G¢inky zkoumany také u
fady nejruznéjsich chorob. Jedna se naptiklad o psoriazu (Kang et al. 2016), diabetes typu |
(Castro et al. 2014) a typu Il (Neerati et al. 2014), roztrouSenou sklerézu (Mohajeri et al.
2015), astma (Liu et al. 2015), Alzheimerovu chorobu (Lazar et al. 2013) a mnoho dalSich.

-----

dokazi zastavit nebo alesponi omezit patofyziologické procesy doprovazejici tyto choroby.
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4 CiLE PRACE

1. Sledovani vlivu kurkuminu na patofyziologické procesy probihajici v poranéné mise
pomoci histologickych a imunohistochemickych metod.

2. Sledovani vlivu kurkuminu na expresi vybranych gend souvisejicich s imunitnimi a
regenerativnimi procesy po poranéni michy.

3. Zhodnoceni celkového efektu kurkuminu na vyvoj misniho poranéni pomoci

behavioralniho testovani.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Experimentalni zvirata

Pro tento vyzkum byli pouziti samci potkani kmene Wistar ve véku 10 tydnt, kteti byli
ziskani z chovného zafizeni Fyziologického tistavu Akademie véd CR v Praze. Jejich télesna
hmotnost se v dob¢é zahajeni experimentu pohybovala v rozmezi 300 + 15 g, aby byly
minimalizovany rozdily ve velikosti téla a doSlo tak Kk vytvofeni standardizované misni 1éze.
Potkani byli chovéni v klecich po dvou v chovech se stdlou teplotou mezi 22 az 24 °C
srezimem 12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Pfistup k potravé a vodé byl ad libitum. Pocet
jedinct v jednotlivych skupinach byl stanoven piedem na zaklad¢ statistické analyzy s cilem

redukovat ho na minimum.

Po vytvoteni SCI byli potkani ndhodné rozdéleni do dvou skupin. Prvni skupiné byl po
dobu 28 dni aplikovan kurkumin, kontrolni druhé skupiné pouze vehikulum (olivovy olej).
12 jedinct 1é¢enych kurkuminem a 6 kontrolnich proslo behavioralnim testovanim po dobu
9 tydnti, poté byli usmrceni, perfundovani a jejich tkan byla pouzita pro histologickou a
imunohistochemickou analyzu. Pro detekci NF-kB bylo pouzito celkem 43 jedinct, z nichz 16
bylo zaroven vyuzito na méfeni exprese genii metodou qPCR po 10 a 28 dnech od provedeni
SClI.

Vsechny experimenty byly vykonany v souladu se Smérnici Evropského parlamentu a
Rady z 22. zaii 2010 (2010/63/EU) o pouziti zvitat ve vyzkumu a byly schvaleny etickou

komisi Ustavu experimentélni mediciny Akademie véd CR v Praze.

5.2 Poranéni michy a aplikace kurkuminu

Experimentalni poranéni michy bylo provedeno metodou balénkové kompresni 1éze. Pfi
vSech operaénich zakrocich byla zvifata v hluboké anestézii vyvolané inhalovanim isofluranu
(Forane, Aesica Queenborough Limited, Queenborough, Kent, VB; 3,5vo0l%). Potkani byli
umisténi do stereotaktického aparatu, misto zakroku bylo dezinfikovano a poté z néj byla
odstranéna srst. V oblasti hrudni a bederni patefe byla nastfizena klUZze a provedena
laminektomie obratlového oblouku T10. Do epiduralniho prostoru byl vsunut Fogartyho
katetr (2 French) asi 1 cm kranialnim smérem, aby se jeho stied dostal na troven obratle T8.

Balének umistény na konci katetru byl poté naplnén 15 pl fyziologického roztoku na dobu 5
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minut. Tim doslo ke kompresi michy a vzniku léze. Po uplynuti této doby byl balonek
vypustén, katetr vysunut a rana byla zaSita v anatomickych vrstvach (svaly, podkozni tkan,
ktze). Po cely pribéh zakroku byla télesnd teplota zvifat udrzovana pomoci vyhtivané
podlozky na 37 °C. Po operaci byl vSem skupinam intramuskularné aplikovan gentamicin
(Gentamicin, Lek Pharmaceutical, Lublan, Slovinsko; 5 mg/kg) kvili prevenci pooperacnich
infekci. Soucasti pooperacni péce bylo také manudlni vyprazdinovani mocového meéchyie

kvuli retenci dvakrat denné az do obnoveni funkce (tedy 2 az 3 tydny).

Kurkumin byl aplikovan intraperitonealné kazdy den po dobu 28 dni od SCI (Curcumin,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 6 mg/kg; rozpustény v olivovém oleji) a zaroven také
intramuskularné okolo mista 1éze kazdy tyden, tedy 1., 7., 14., 21. a 28. den po SCI
(Curcumin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 60 mg/kg; rozpustény v olivovém oleji).
Casovani a davky byly vybrany dle studie Ormonda et al.(Ormond et al. 2014).

5.3 Histologicka a imunohistochemicka analyza

Po ukonceni behavioralniho testovani (10. tyden po SCI) byla zvifata transkardialné
perfundovana roztokem 4% paraformaldehydu v PBS (phosphate-buffered saline). Ve stejném
roztoku byla pies noc fixovana jejich patef. Poté byla z pateiniho kanalu vyjmuta micha a
ofiznuta tak, aby kranialni i kaudalni konec byly ve vzdalenosti 1 cm od stfedu 1éze. Tato ¢ast
michy byla zalita do parafinu a pfi¢né nafezéna na fezy o tloust’ce 5 um. Rezy byly sbirany
v Imm intervalech podél kraniokaudalni osy. K vyhodnocovani se pouZzival vzdy stied 1éze a

poté dalSich 7 fezl kranidlnim a kaudalnim smérem, celkem tedy 15 fezu.

Pro rozliseni $edé a bilé hmoty byly tyto fezy barveny roztokem kresylvioleti (0,25 g
kresylvioleti rozpusténo ve 100 ml destilované vody s 1 ml 10% kyseliny octové) a Luxol-fast
blue (1 g Luxol-fast blue rozpusténo ve 100 ml 96% ethanolu s 5 ml 10% kyseliny octove).
Takto pfipravené preparaty byly nafoceny na mikroskopu ZEISS AXIO Observer D1 (Carl
Zeiss, Weimar, Némecko). V programu ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of

Health, Bethesda, MD, USA) byly poté zméteny plochy zachované sedé a bilé hmoty.

Na imunohistochemickou analyzu astrogliozy a gliové jizvy byla pouZzita primarni
protilatka proti GFAP (glial fibrillary acidic protein) konjugovana s cyaninovym barvivem
Cy3 (Sigma, St. Louis, MO, USA). Snimky byly pofizeny na mikroskopu ZEISS AXIO
Observer D1 (Carl Zeiss, Weimar, Némecko) a v programu ImageJ (Wayne Rasband,

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) byly poté pocitany protoplazmatické
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astrocyty a velikost GFAP pozitivni oblasti v okoli léze. Pro imunohistochemickou analyzu
axonalniho ristu byla pouzita mysi primarni protilatka proti GAP-43 (growth associated
protein 43) (Millipore, Billerica, MA, USA) a sekundarni protilatka proti mys$imu IgG
(imunoglobulin G) konjugovana s Alexa-Fluor 488 (Abcam, Bristol, UK). Snimky byly
pofizeny na mikroskopu LEICACTR6500 s pomoci TissueFAXS (TissueGnostics, Vider,
Rakousko) a vyhodnoceny v programu HistoQuest (TissueGnostics, Viden, Rakousko). Mira
axonalniho puceni byla urcena jako podil GAP-43 pozitivnich vldken na celkové plose fezu a

tento podil byl vztazen vici kontrolnim hodnotam.

ZVvlast byla provedena detekce aktivity NF-kB specifickym barvenim p65 podjednotky
v kombinaci s hematoxylinem. Rezy byly z michy pfipraveny stejnym zpisobem, jako je
uvedeno vyse, v ¢asovych intervalech 1, 3, 7, 10 a 28 dni po SCI. Poté byly barveny kralici
primarni protilatkou proti p65 (Santa Cruz, Dallas, TX, USA) a sekundarni protilatkou proti
krali¢cimu IgG konjugovanou s peroxidazou H (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).
Pro vizualizaci pozitivity na p65 byla vyuzita reakce piidaného diaminobenzidinu (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) s peroxidazou H za pfitomnosti peroxidu vodiku.
Snimky byly nafoceny mikroskopem LEICACTRG6500 s pomoci programu TissueFAXS
(TissueGnostics, Viden, Rakousko). Pro vyhodnoceni po¢tu NF-kB (p65) pozitivnich jader na

mm?2 byl pouzit program HistoQuest (TissueGnostics, Videfi, Rakousko).

5.4 gPCR

Pro zkoumani exprese jednotlivych genii byla vyuZita kvantitativni polymerdzova
fetézova reakce spojena s reverzni transkripci a sledovana v realném case (qQPCR). Zkoumany
byly geny Sortl (Nt3), Fgf2, Olig2, Casp3, Gap43, Gfap, Vegf, Nfkbl, Cntf, Mipla (Ccl3),
Rantes (Ccl5), Cd86, Cd163, Irf5 a Mrcl po 10 a 28 dnech od SCI. Vzorky mRNA byly
izolovany z parafinovych fezi za pouziti High Pure RNA Paraffin Kit (Roche, Penzberg,
Némecko), pifi¢emz nejprve doslo k jejich deparafinizaci pomoci xylenu smichaného
s absolutnim alkoholem a dale se postupovalo ptfesné podle pfilozeného navodu. Mnozstvi
RNA bylo kvantifikovano na spektrofotometru (NanoPhotometerTM P-Class, Mnichov,
Némecko) pii Cistoté stanovené na A280/A260, kdy pouzité vzorky vykazovaly hodnoty mezi
1,8 az 2,0. Izolovanda RNA byla poté reverzni transkripci prevedena na cDNA
(komplementarni DNA) za pouziti Transcriptor Universal cDNA Master (Roche, Penzberg,
Némecko) a termalniho cykléru (T100™ Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Ziskany roztok cDNA byl pouzit na qPCR spolecné s FastStart Universal Probe Master
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(Roche, Penzberg, Némecko) a TagMan® Gene Expression Assays (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) v kone¢ném objemu 10 ul obsahujicim 25 ng extrahované RNA.
Amplifikace probihala na StepOnePlus™ real-time PCR cykléru (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) v tomto rezimu: 2 minuty pii 50 °C, 10 minut pii 95 °C a nasledné 40
cykli slozenych z 15 sekund pfi 95 °C a 1 minuté pfi 60 °C. VSechny vzorky byly
analyzovany v duplikéatech a v kazdé fad¢ byla zahrnuta negativni kontrola. Pomoci metody
AACt byla stanovena relativni kvantifikace genové exprese, pfiCemz exprese genu byla
normalizovana vzhledem Kk referenénimu genu Gapdh a hodnoty kontrolnich zvifat byly
pouzity pro kalibraci. Pro lepsi znazornéni up a down regulace genti bylo pouzito méfitko

logo.

5.5 Behavioralni testovani

Pro funk¢ni testovani byla vybrana sada Ctyf behaviordlnich testd. Jest¢ pred indukei
misni 1éze byli potkani cviCeni, aby se adaptovali na testovaci podminky a byli schopni
vykonavat testovany ukon, ¢imz doslo k omezeni stresu pti pozd€jsim hodnoceni. Testy byly

provadény po dobu 9 tydnl od SCI vZdy ve stejné dny a Casy.

5.5.1 BBB test

Pro hodnoceni lokomo¢nich funkci byl zvolen BBB (Basso, Beattie, Bresnahan) test
(Basso et al. 1995). Potkan byl umistén do velké oteviené arény a po dobu 4 minut byly
sledovany jeho pohybové schopnosti. Poté byl ohodnocen na stupnici od 0 do 21 na zakladé
hybnosti kloubtli zadnich koncetin, umisténi tlapek, koordinace piednich a zadnich koncetin,
podpory vahy a dalSich parametri (jednotlivé kategorie jsou vyjmenovany v kapitole 10).

Tento test byl provadén vzdy jednou tydné.

5.5.2 Flat beam test

Flat beam test hodnoti krom¢ z&kladnich motorickych funkci také schopnost koordinace
pfednich a zadnich koncetin a udrzovani rovnovahy. Mé&fici zatizeni se sklada z dfevéné
latky, ktera je dlouha 140 cm a Sirok4 3,4 cm. Pro hodnoceni se pouziva pouze stiedni Cast
dlouha 100 cm. Na konci této vzdalenosti je umistén cilovy box, ktery slouzi jako motivacni
slozka. Potkan byl umistén na zacatek latky a nasledné byla métena délka drahy, kterou usel,
a doba jeho pohybu pomoci nahravaciho systému (TSE-Systems Inc., Bad Homburg,

Némecko). Pokud nedoslo k dosazeni cilového boxu, byl pokus ukonéen po 60 sekundéch.
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K hodnoceni byla pouzita modifikovana Goldsteinova Skala (Goldstein et al. 1997) nabyvajici
hodnot od 0 do 7 (jednotlivé kategorie jsou vyjmenovany v kapitole 10). Tento test byl

provadeén od 3. tydne po SCI vzdy dvakrat denné ve tfech po sob¢ jdoucich dnech.

5.5.3 Rotarod test

K hodnoceni motorickych funkci a udrzovani rovnovahy slouzi rotarod test (Ugo Basile,
Comerio, Italie). Sklada se z oto¢ného valce o priméru 7 cm s drazkami na povrchu a
postrannich stén. Pied SCI se na ném potkani ucili chodit a to po dobu 5 minut pfi akceleraci
od 5 do 10 otacek za minutu. Po SCI se valec otacel konstantni rychlosti 5 otdek za minutu a
potkani se na ném snazili udrzet co nejdéle, maximaln¢ vSak 60 sekund. Doba, po které spadli
dolt, byla zaznamenavana. Tento test byl provadén od 3. tydne po SCI vzdy ¢Etyfikrat denné

V péti po sob¢ jdoucich dnech.

5.5.4 Plantar test

Plantar test slouzi ke zjiSténi, zda doslo k vyvinuti hyperalgézie, tedy zvySenému vnimani
bolesti. Provadi se v zatizeni (Ugo Basile, Comerio, Italie), které se sklada z prtihledného
akrylového boxu, pod kterym je umisténa pohybliva infracervena lampa. Potkan byl umistén
do tohoto boxu a po kratké adaptacni periodé zacalo samotné méfeni. Paprsek lampy byl
zaméten na chodidlo zadni koncetiny vzdy do stejného mista. Po aplikaci tepelného stimulu
byl automaticky méfen Cas, po kterém doslo k odtazeni koncetiny. Ob¢& zadni koncetiny byly

takto zmé&feny pétkrat, vysledek byl poté zprimérovan. Tento test byl provadén jednou tydné.
5.6 Statisticka analyza

Pro urceni, zda jsou rozdily namétfené¢ mezi lé€enymi a kontrolnimi zviraty statisticky
signifikantni, byl pouzit t-test a analyza rozptylu dvojného tfidéni (two-way ANOVA).
V ptipadé opakovanych méfeni, jako naptiklad u behavioralnich testli, byla pouZita analyza
rozptylu dvojného tiidéni pro opakovana méfeni (two-way ANOVA for repeated
measurments). Jako post hoc test byl pouzit Student-Neuman-Keulsiv test (SigmaPlot 13.0,
Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA). Rozdily byly povazovany za statisticky
signifikantni, pokud p < 0,05. Data jsou vyjadfena jako pramér + stiedni chyba pruméru
(SEM).
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6 VYSLEDKY

6.1 Histologicka a imunohistochemicka analyza

6.1.1 Zachovani Sedé a bilé hmoty

Po ukonceni behavioralniho testovani potkanti byla na transverzalnich miSnich fezech
meéfena plocha Sedé a bilé hmoty, a to v rozsahu 1,5 cm okolo stfedu 1éze. Méteni probihalo v
pixelech a vysledek byl poté prepo¢itan na mm?. U potkant 1é¢enych kurkuminem byla ve
vetsing lokaci vice zachovana jak Sedd, tak 1 bild hmota, s vyjimkou oblasti tésné obklopujici
epicentrum (0 + 1 mm). Zde bylo pozorovdno mirné lepsi zachovani miSni tkané¢ u
kontrolnich zvifat. Rozdily v naméfenych hodnotach mezi kontrolnimi a lé¢enymi zvitaty

vSak v zadné lokaci nedosahly statistické signifikance (grafy 1 a 2).

6.1.2 Gliova jizva

Na imunohistochemickych preparatech byla zkoumana mira vzniku gliové jizvy pomoci
méfeni GFAP-pozitivni oblasti. Plocha jizvy byla méfena v pixelech a vysledek byl vyjadien
jako procentualni podil celkové plochy misniho fezu. Ac¢koliv celkovy rozdil mezi skupinami
nebyl statisticky signifikantni, u lé€enych potkanli byla v okoli 1éze zjiSténa mensi velikost
Jizvy nez u kontrolnich zvifat, a to zejména v rozsahu 2 mm kranialnim i kaudalnim smérem.
V samotném epicentru (lokace 0) a v druhém fezu kaudalnim smérem dosdhl rozdil mezi
skupinami ve velikosti jizvy lokalni statisticke signifikance. V oblastech vzdalengjsich od

centra léze byly hodnoty naméfené u jednotlivych skupin velice podobné (graf 3).

Krom¢ meéfeni velikosti gliové jizvy byl vkazdém ftezu wuren také pocet
protoplazmatickych astrocytl, ktery se mezi skupinami statisticky neli$il. V Gplném stiedu
léze byl tento pocet mirné vys§i u kontrolni skupiny. V nékterych oblastech zase pocet
protoplazmatickych astrocytti lehce ptevySoval u potkani 1éCenych kurkuminem a ve
vzdalenosti 2 mm kaudalnim smérem od epicentra byl dokonce tento vysledek lokalné

signifikantni (graf 4).
6.1.3 Axonalni puceni

Pocet nové rostoucich axondlnich vldken (tzv. puceni neboli sprouting) byl zjiStovan

pomoci barveni proteinu GAP-43 a vysledek byl vyjadfen jako procentualni pomér vici
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kontrole, kterd byla stanovena jako 100 %. Ackoliv byl pocet nové rostoucich vlaken
V praméru vyssi u zvitat 1ééenych kurkuminem, rozdil mezi skupinami nedosahl statistické

signifikance (graf 5).

6.1.4 Aktivita NF-kB

Aktivita NF-xB byla zjistovana pomoci sledovani translokace faktoru p65 do buné¢ného
jadra v riznych ¢asovych tsecich (1, 3, 7, 10 a 28 dni po SCI) a vysledek byl poté vyjadien
jako hustota NF-xB (p65)-pozitivnich jader na mm?. Pocet NF-xB-pozitivnich jader se u obou
skupin s postupem ¢asu zvySoval, svého maxima dosahl 10 dni po SCI a poté opét mirné
Klesal. Po celou dobu byly celkové hodnoty léCenych potkant signifikantné niz$i nez u
kontrolnich zvifat, s vyjimkou 1 dne po SCI, kdy byl signifikantni rozdil naméten pouze
lokaln¢ v kaudalni oblasti. 10 a 28 dni po SCI byl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi
skupinami ve vS§ech méfenych oblastech (kranialng, ve sttedu 1éze i kaudalné) (grafy 6, 7, 8, 9

a 10).
6.2 Genova exprese (qPCR)

Pomoci metody qPCR byla po 10 a 28 dnech od SCI sledovana exprese genu spojenych
s imunitni odpovédi (Nfkbl, Mipla, Rantes, Cd86, Cd163, Irf5, Mrcl), vaskularizaci (Vegf),
axonalnim pucenim (Gap43), gliovou jizvou (Gfap), oligodendrocyty (Olig2), apoptozou
(Casp3) a rustovymi faktory (Sortl, Fgf2, Cntf). Na expresi vétSiny genti nemélo podavani
kurkuminu vyznamny efekt. Pfesto byla 10 dni po SCI zaznamenéna signifikantné zvysSena
exprese genu Irf5 oproti kontrolnim hodnotam, zatimco exprese genti Rantes a Gfap byla ve

stejném case signifikantné snizena (grafy 11, 12, 13 a 14).

6.3 Behavioralni testovani

6.3.1 BBB

Pro zkoumani efektu 1é¢by na motorické funkce byl pozorovan volny pohyb testovanych
zvitat v otevieném poli a jejich vysledky byly hodnoceny pomoci BBB skore (Basso, 1995).
Potkani, kterym byl aplikovan kurkumin, dosahovali v 1. tydnu po SCI lepsich vysledki nez
kontrolni skupina a tento rozdil byl vysoce signifikantni. Signifikantné lepsi vysledky u
1é¢enych zvitat byly pozorovany také ve 2. a 3. tydnu a poté opét v 7. tydnu po SCI. Ve 4., 5.,

6., 8. a 9. tydnu po SCI nebyl rozdil mezi skupinami signifikantni. Po celou dobu testovani
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vSak potkani léceni kurkuminem dosahovali vys§iho skore nez kontrolni zvifata a celkovy

rozdil mezi skupinami byl statisticky signifikantni (graf 15).

6.3.2 Plantar test

K ovéteni, zda 1écba ovliviiuje hyperalgézii vyskytujici se po SCI, byl pouzit plantar test
méfici tepelnou nocicepci. U obou skupin, kontrolni i 1é¢ené, byly po aplikaci tepelného
které byly ziskany pied SCI. Tyto ¢asy se vsak pfili§ neliSily mezi skupinami a ani v jednom
z 9 tydni nedosahl jejich rozdil statisticke signifikance (graf 16).

6.3.3 Flat beam test

Pro méfeni motorickych funkei, rovnovadhy a také pohybové koordinace piednich a
zadnich koncetin byl vybran flat beam test. Z pocatku byla u potkant zobou skupin
pozorovana pouze omezenda schopnost drzet rovnovahu na tenké lat'’ce, ¢emuz odpovida velmi
nizké skdre v 3. tydnu po SCI. Na druhou stranu latky se dostali jen zfidka, pfipadné ¢as
nutny K piejiti byl velmi vysoky. V pozdéjsich tydnech se u potkand, kterym byl podavan
kurkumin, skére mirné zvySovalo a zaroven ¢as potiebny k piejiti latky se snizoval. Hodnoty
kontrolnich potkani zlstavaly neménné. Tyto vysledky vSak v zadném tydnu nedosahly

statistické signifikance (grafy 17 a 18).

6.3.4 Rotarod test

Rotarod test byl vyuzit pro méfeni jak pohybovych funkci, tak schopnosti udrzovat
rovnovahu na otacejicim se valci. Celkovy rozdil mezi skupinami sice nebyl signifikantni, ale
ve 3. tydnu po SCI byly u potkant 1é¢enych kurkuminem lokaln€ zaznamenany signifikantné
lepsi vysledky nez u kontrolnich zvifat. V nasledujicich tydnech si léCend skupina stale

udrzovala mirné lepsi vysledky, ale ty jiz statistické signifikance nedosahovaly (graf 19).
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Graf 1. Plocha zachované §edé hmoty méfena v rozsahu 7 mm kranialné az 7 mm kaudalné od stiedu 1éze u
zvitat 10 tydnti po SCI. Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05) a chybové usecky predstavuji + SEM.
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Graf 2. Plocha zachované bilé hmoty méfena v rozsahu 7 mm kranialné az 7 mm kaudalné od stfedu l1éze u
zvitat 10 tydnti po SCI. Statistickd signifikance je znacena * (p < 0,05) a chybové tiseCky predstavuji = SEM.
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Gliova jizva
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Graf 3. Velikost gliové jizvy vyjadiena jako procentudlni podil celkové plochy transverzalniho misniho fezu u
zvifat 10 tydnti po SCI. Oblast méfeni zahrnovala 7 mm kranidlnim az 7 mm kaudalnim smérem od stfedu 1éze.
Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05) a chybové usecky predstavuji + SEM.

Protoplazmatické astrocyty

[uny
N
)

[y
o
I

(o]
1

M Kontrola

= Kurkumin

Pocet protoplazmatickych astrocyttll / fez
(o)}

7 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7
Kranidlné <€—— Stfedléze ———> Kaudalné

Graf 4. Mnozstvi protoplazmatickych astrocytti u zvifat 10 tydni po SCI. Oblast méfeni zahrnovala 7 mm
kranidlnim az 7 mm kaudalnim smérem od stfedu 1éze. Statistickd signifikance je znagena * (p < 0,05) a chybové
usecky predstavuji = SEM.
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Axonalni puceni
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Graf 5. Axonalni sprouting méfeny pomoci GAP43-pozitivnich vlaken u zvitat 10 tydnt po SCI. Hodnoty jsou
vyjadieny v procentech a vztazeny ke kontrolni skupiné, ktera je stanovena jako 100 %. Statisticka signifikance
je znacena * (p < 0,05) a chybové usecky predstavuji + SEM.
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Graf 6. Aktivita NF-xB méfena jako pocet NF-xB-pozitivnich jader na mm? u zvitat 1 den po SCI. Kazd4 oblast
meéfeni zahrnuje vzdy 5 fezli vzdalenych od sebe 1 mm. Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05) a
chybové usecky predstavuji + SEM.
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Aktivita NF-kB 3 dny po SCI
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Graf 7. Aktivita NF-kB méfend jako po&et NF-kB-pozitivnich jader na mm? u zvitat 3 dny po SCI. Kazdé oblast
méfeni zahrnuje vzdy 5 fezti vzdalenych od sebe 1 mm. Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05), pfipadné
** (p < 0,01) a chybové tisecky predstavuji + SEM.
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Graf 8. Aktivita NF-kB méfen4 jako po&et NF-kB-pozitivnich jader na mm? u zvitat 7 dni po SCI. Kazd4 oblast
meéfeni zahrnuje vzdy 5 fezl vzdalenych od sebe 1 mm. Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05) a
chybové usecky predstavuji = SEM.
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Aktivita NF-kB 10 dni po SCI
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Graf 9. Aktivita NF-kB méfena jako pocet NF-kB-pozitivnich jader na mm? u zvitat 10 dni po SCI. Kazda
oblast méteni zahrnuje vzdy 5 fezli vzdalenych od sebe 1 mm. Statistickd signifikance je znacena * (p < 0,05) a
chybové usecky predstavuji + SEM.
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Graf 10. Aktivita NF-xB méfena jako pocet NF-kB-pozitivnich jader na mm? u zvifat 28 dni po SCI. Kazda
oblast méfeni zahrnuje vzdy 5 fezl vzdalenych od sebe 1 mm. Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05),
pfipadné ** (p < 0,01) a chybové Gsecky predstavuji + SEM.
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Exprese geni 10 dni po SCI
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Graf 11. Exprese gent spojenych s regenerativnimi procesy (vaskularizaci, axondlnim puéenim, gliovou jizvou,
apoptdzou, oligodendrocyty a rustovymi faktory) u zvitat 1é¢enych kurkuminem 10 dni po SCI. Hodnoty jsou
vyjadieny jako zmény viéi kontrolni skupiné (metoda AACt) a prevedeny do logaritmického méfitka. Statisticka
signifikance je zna¢ena * (p < 0,05) a chybové secky predstavuji £ SEM.
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Graf 12. Exprese gent spojenych s regenerativnimi procesy (vaskularizaci, axonalnim puéenim, gliovou jizvou,
apoptdzou, oligodendrocyty a rustovymi faktory) u zvifat 1é¢enych kurkuminem 28 dni po SCI. Hodnoty jsou
vyjadieny jako zmény vuéi kontrolni skupiné (metoda AACt) a prevedeny do logaritmického métitka. Statisticka
signifikance je znacena * (p < 0,05) a chybové tsecky predstavuji + SEM.
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Exprese geni 10 dni po SCI
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Graf 13. Exprese gent spojenych s imunitni odpovédi u zvifat 1é¢enych kurkuminem 10 dni po SCI. Hodnoty
jsou vyjadieny jako zmény vuci kontrolni skupiné¢ (metoda AACt) a prevedeny do logaritmického méfitka.
Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05), pfipadné ** (p < 0,01) a chybové usecky predstavuji = SEM.
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Graf 14. Exprese gent spojenych s imunitni odpovédi u zvifat 1é¢enych kurkuminem 28 dni po SCI. Hodnoty
jsou vyjadieny jako zmény vuci kontrolni skupiné¢ (metoda AACt) a prevedeny do logaritmického méfitka.
Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05) a chybové usecky predstavuji + SEM.
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Graf 15. BBB skore métené po dobu 9 tydnti po SCI. Statisticka signifikance je znagena * (p < 0,05), pfipadné
*** (p < 0,001) a chybové usecky ptedstavuji = SEM.
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Graf 16. Plantar test méfici ¢as, po kterém dojde k odtaZeni koncetiny po aplikaci tepelného stimulu. Statisticka
signifikance je znacena * (p < 0,05) a chybové usecky predstavuji £ SEM.
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Flat Beam test skore
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Graf 17. Skore dosazené ve flat beam testu v jednotlivych tydnech. Statisticka signifikance je znaCena *
(p < 0,05) a chybové tisecky ptedstavuji = SEM.
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Graf 18. Cas potiebny k piejiti latky ve flat beam testu v jednotlivych tydnech. Statisticka signifikance je
znacena * (p < 0,05) a chybové usecky predstavuji £ SEM.
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Rotarod test
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Graf 19. Rotarod test. Vysledky jsou vyjadieny jako primérny ¢as, po ktery byli potkani schopni udrZet se na
otacejicim se valci. Statisticka signifikance je znacena * (p < 0,05) a chybové tisecky predstavuji = SEM.
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7 DISKUZE

Tato prace se zabyvala efektem podavani kurkuminu na traumatické poranéni michy, a to

jak z funkéniho hlediska, tak z hlediska tkanové regenerace a genoveé exprese.

Histologicka analyza zachovani $edé a bilé hmoty neprokazala signifikantni rozdil mezi
kontrolni a 1éCenou skupinou. To by mohlo znamenat, ze na castecné znovuziskani
motorickych funkci, alespont vrozsahu dosazeného BBB skoére, neméd vliv pouze Cisté
mnozstvi zachované nervové tkané, ale ucastni se zde i dalsi faktory. Podobnou situaci
pozoroval i Ormond a jeho tym. Jejich prace spocivala v 1é¢bé potkanti po SCI kurkuminem,
NSC nebo jejich kombinaci. Ukazalo se, ze potkani ze skupiny lé€ené kurkuminem méli
nejmén¢ zachované misni tkané ze vSech skupin (i vii¢i kontrole). Jejich BBB skore se ale
Vv podstat¢ neliilo od skupiny zvifat, kterym byly aplikovany NSC. Ve své ptredchozi praci
pritom dokazali, ze podavani kurkuminu signifikantné zlepSovalo jak BBB skoére, tak
zachovani bilé a Sed¢ hmoty. Jejich zavér je takovy, Ze neexistuje jednoduchy a piimy vztah
mezi funkénimi vystupy a mnozstvim zachované tkané v misté€ zranéni (Ormond et al. 2012;

Ormond et al. 2014).

Velikost gliové jizvy u zvifat, kterym byl podavan kurkumin, byla v této praci prokazana
jako signifikantné mensi v oblasti okolo stiedu 1éze nez u kontrolnich zvifat. To je v souladu
s tvrzenim Wanga a jeho kolegt, ktefi aplikovali kurkumin my$im s kompresnim poranénim
michy. Poté u téchto mysi pozorovali redukci gliové jizvy pomoci imunohistochemickych
metod a zaroven detekovali snizenou expresi GFAP metodou western blot (Wang et al. 2014).
Ke stejnému vysledku dosli i Yuan a jeho kolegové, kteii kromé GFAP sledovali také expresi
chondroitin-sulfatovych proteoglykanti. Ty jsou u¢innymi inhibitory axonalniho rustu (Chung
et al. 2014) a dle zminéné prace byla jejich tvorba po SCI ptisobenim kurkuminu redukovana
(Yuan et al. 2015).

Mira axonalniho puceni byla vyssi u zvitat lé¢enych kurkuminem oproti kontrolnim, ale
tento vysledek nedosahl statistické signifikance ziejmé z diivodu velkého rozptylu dat. DalSim
sledovanym parametrem byla aktivita NF-xB, ktera po SCI nejprve vzrustala, svého vrcholu
dosahla 10 dni po SCI a poté opét klesala. Bylo prok4zano, Ze podavani kurkuminu vyznamné
snizovalo translokaci NF-kB do bunécného jadra, ¢imz ziejmé dochazelo 1 k potlaceni jeho
funkce coby transkripéniho faktoru. Rozdil mezi skupinami dosahoval statistické signifikance

ve vSech méfenych Casovych tusecich, s vyjimkou 1 dne po SCI, kdy k signifikantnimu
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omezeni translokace NF-kB pusobenim kurkuminu doslo pouze lokaln¢ v kaudalni oblasti.
Diivodem by mohl byt piilis kratky Casovy interval mezi aplikaci kurkuminu a samotnym
méfenim. Po 3 dnech od SCI byl jiz rozdil mezi skupinami signifikantni, coz odpovida
diivéjsimu méfeni Jina a jeho kolegu. Ti v tomto ¢asovém utseku detekovali metodou EMSA
(electrophoretic mobility shift assay) vazebnou aktivitu NF-«B a zjistili, ze vlivem kurkuminu
doslo k jejimu vyznamnému snizeni. Kromé tohoto transkripéniho faktoru sledovali také
NRF-2, ktery je dilezitou soucasti antioxidacni ochrany. U néj pozorovali naopak zvySeni

vazebné aktivity po podavani kurkuminu (Jin et al. 2014).

Metodou gPCR byla zkoumana exprese vybranych genu souvisejicich s imunitni
odpoveédi a regenerativnimi procesy. Jednim z nich byl i gen pro NF-kB. Pozoruhodné je, ze
pokles jeho exprese u 1é¢ené skupiny nebyl v této praci prokdzan jako signifikantni, jak by
tomu napovidaly vysledky imunohistochemické analyzy. Nabizi se feSeni, Ze mechanismus
pusobeni kurkuminu nespo¢iva ve snizovani exprese NF-«kB, ale pouze v omezovani aktivace
a translokace tohoto faktoru do buné¢ného jadra. Tomu by ostatné odpovidala i studie Jobina
a jeho kolegti, podle nichz kurkumin snizuje aktivitu IKK a inhibuje tak fosforylaci IkB,
inhibitoru NF-xB. Diky tomu nedochdzi k disociaci tohoto ihibitoru a jaderny lokaliza¢ni
signal NF-«kB tak zustava skryty (Jobin et al. 1999). V praci Wanga a jeho kolegt se dokonce
uvadi, Ze kurkumin pfimo zvySuje expresi IkB (Wang et al. 2014). Nicméné Yuan a kolektiv,
ktefi také zkoumali expresi NF-kB pomoci PCR, signifikantni sniZeni u potkanii 1é¢enych
kurkuminem nalezli. Zustava otazkou, zda by tento odlisny vysledek mohl byt zptisoben
pouzitim vys§i koncentrace kurkuminu (300 mg/kg) a jinym ¢asovym planem aplikace, nez
tomu bylo v této praci. Dale se kromé NF-xB zabyvali také cytokiny a zaznamenali mimo jiné
vyznamné snizeni exprese TNF-a a IL-1f po podavani kurkuminu (Yuan et al. 2015).
K podobnému vysledku dosli i Jin a jeho kolegové, ktefi pomoci metody ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) zaznamenali snizeni koncentrace TNF-a, IL-1B a IL-6
u potkanit po SCI lécenych kurkuminem. U téchto potkanli detekovali také mensi miru

apoptdzy nez u kontrolni skupiny (Jin et al. 2014).

Déle bylo v této praci metodou gPCR naméfeno snizeni exprese genu pro GFAP po
10 dnech od SCI diky pisobeni kurkuminu. To odpovidd vysledkiim imunohistochemické
analyzy, kde byla v nékterych oblastech zaznamenana signifikantné mensi velikost gliové
jizvy oproti kontrolni skuping. Po 10 dnech od SCI byl také zjistén signifikantni pokles
exprese chemokinu RANTES (regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted),

ktery se podili na chemotaxi imunitnich bun¢k do mista zranéni, coz podporuje hypotézu o
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signifikantni zvySeni exprese genu pro IRF-5 (interferon regulatory factor 5), coz je
transkrip¢ni faktor podporujici zanétlivou odpoveéd’ a polarizaci M1 makrofagu (Krausgruber
et al. 2011). To pon€kud nesouhlasi se snahou soucasnych regenera¢nich studii zvysit ¢innost

w1

protizanétlivé pusobicich M2 makrofagti (Horn et al. 2008). Je mozné, ze pravé zvysena
tak celkovy efekt ptisobeni této ptfirodni latky. U ostatnich sledovanych gent nebyl pozorovan

signifikantni rozdil mezi 1é¢enou a kontrolni skupinou.

Motorické a Castecné také senzorické funkce byly hodnoceny sérii behavioralnich testt.
V BBB testu bylo prokdzano, ze podavani kurkuminu pozitivn¢ ovliviiovalo znovuziskani
motorickych funkci po SCI, a to zejména v prvnich n¢kolika tydnech po zranéni. JiZ prvni
tyden po SCI projevovali potkani z 1é¢ené skupiny vyrazné lepsi pohybové schopnosti nez
potkani z kontrolni skupiny a tento rozdil zdstal signifikantni po dobu tii tydnd. Jelikoz ale u
potkani s traumatickym poranénim michy dochédzi k pomérné vyraznému samovolnému
zotavovani i bez jakéhokoliv 1é¢ebného zésahu, rozdil mezi skupinami ptestal byt postupem
Casu tak patrny a s vyjimkou 7. tydne po SCI jiz nedosahl statistické signifikance. Lep$i BBB
skore u potkand po SCI 1é¢enych kurkuminem pozorovali také Yuan a jeho kolegové. Ti sice
podavali kurkumin pouze 7 dni po SCI, ale zato ve tfech koncentracich — 30 mg/kg, 100
mg/kg a 300 mg/kg. Ve své studii pak prokazali, ze vysledky v BBB testu zavisely pravé na
davce kurkuminu, pficemz potkani s nejvysSi koncentraci vykazovali také nejvysSi skore
(Yuan et al. 2015). Efekt kurkuminu na BBB skére méfili také Jin a jeho kolegové, kteti
pozorovali signifikantng lepsi vysledky u potkanti 1é¢enych kurkuminem jiz 72 hodin po SCI

(Jinetal. 2014).

Ve flat beam testu, rotarod testu a plantar testu nebyl v této praci prok&zan vyznamny
rozdil mezi 1é¢enou a kontrolni skupinou. V ptipadé flat beam testu mize byt pti¢inou to, ze
tento test vyzaduje velmi dobrou koordinaci jednotlivych koncetin a také pokrocilou
schopnost udrzovat rovnovahu. Odhali tak i drobné nedostatky v souhie pohybovych vzorct,
které v BBB testu hodnoticim pouze zakladni motoriku nejsou patrné. Rotarod test zase
ziejmé neni vhodny pro zvifata s takovou zavaznosti 1éze, jaka byla pouzita v této praci. Jeho
provedeni vyzaduje vyznamné zapojeni zadnich koncetin, jejichZz funkce u testovanych zvitat
nebyla obnovena do takové miry, aby to bylo mozné. Vysledky plantar testu naznacuji, Ze u
obou testovanych skupin doslo po SCI k rozvoji hyperalgézie, jelikoz naméfené Casy byly

kratsi, nez pred provedenim SCI. Tyto ¢asy se po celou dobu testovani v podstaté¢ neménily a
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mezi skupinami nebyl pozorovan vyznamny rozdil. Lécba kurkuminem tedy hyperalgézii sice

nezlepsuje, ale na druhou stranu ani nezhorSuje.
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8 ZAVER

Tato prace se zabyvala sledovanim vlivu kurkuminu na poranéni michy, a to z hlediska

patofyziologickych procesi, exprese vybranych genti a také funkénich vystupti.

Patofyziologické procesy probihajici po poranéni michy a jejich pfipadnd modulace
vlivem kurkuminu byly sledovany pomoci histologickych a imunohistochemickych metod.
Pozornost byla zamétena zejména na ubytek misni tkané, vznik gliové jizvy a zanét. Pozitivni
efekt kurkuminu na zachovéani sedé a bilé hmoty po poranéni michy nebyl prokazan, zato byla
pozorovana casteéna redukce velikosti gliové jizvy okolo stiedu 1éze diky putsobeni
kurkuminu. Jako ukazatel zanétlivé odpovédi byla sledovana aktivita transkripéniho faktoru

NF-kB, ktera byla u skupiny lécené kurkuminem vyznamné snizena.

Analyza genové exprese metodou gPCR prokazala u 1é¢ené skupiny vyznamny pokles
exprese geni pro GFAP a RANTES po 10 dnech od SCI, coz je v souladu s pifedchozim
pozorovanim redukce velikosti gliové jizvy a inhibice zanétlivé odpovédi vlivem kurkuminu.
Na druhou stranu byla u této skupiny ve stejném Casovém tseku naméiena také zvySena
exprese genu pro IRF-5, ktery podporuje zanétlivou odpoveéd’ a polarizaci M1 makrofagi. Je
mozné, ze pravé tento faktor negativné ovliviiuje celkovy efekt kurkuminu na poranéni
michy. Exprese genu pro NF-kB nebyla ptisobenim kurkuminu vyznamné ovlivnéna, coz
naznacuje, Ze mechanismus pusobeni kurkuminu spociva pouze v inhibici translokace tohoto

faktoru a neomezuje jeho samotnou expresi.

Funkéni vystupy testovanych zvifat byly zkouméany pomoci sady behavioralnich testa.
Bylo prokézano, Ze kurkumin zlepSoval zékladni motorické funkce léCenych zvifat, a to
zejména v Casnych stadiich po poranéni michy. Na pokro¢ilej$i motorické dovednosti, stejné

jako na rozvoj hyperalgézie, nemél kurkumin vyznamny vliv.

Vysledky ziskané v této praci dokladaji pozitivni efekt kurkuminu na poranéni michy,
ktery se projevuje zejména redukci velikosti gliové jizvy, potlatenim zanétlivé odpovédi a
zlepSenim motorickych funkci. Tento efekt se uplatiluje prevazné v ¢asnych stadiich vyvoje
poranéni a se spiSe mirngj§i intenzitou. Nabizi se tedy moznost kombinovat kurkumin
s jinymi 1écebnymi postupy, aby bylo dosazeno posileni celkového ucinku. Terapeuticky
potencial kurkuminu spolu s relativné snadnou dostupnosti z néj zaroven ¢ini vhodny substrat

pro dalsi vyzkum.
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10 PRILOHY

Piiloha 1. Stupnice od 0 do 21 bodl pouzivana v BBB testu. Definice jednotlivych kategorii i

vysvétlivky frazi ponechany v origindlnim anglickém znéni (Basso, 1995).

Score Definition

0 No observable hindlimb (HL) movement
1 Slight movement of one or two joints, usually the hip and/or knee

2 Extensive movement of one joint or extensive movement of one joint and slight
movement of one other joint
Extensive movement of two joints

Slight movement of all three joints of the HL
Slight movement of two joints and extensive movement of the third
Extensive movement of two joints and slight movement of the third

Extensive movement of all three joints of the HL

o N oo o1 B W

Sweeping with no weight support or plantar placement of the paw with no weight

support

9 Plantar placement of the paw with weight support in stance only (i.e., when
stationary) or occasional, frequent, or consistent weight supported dorsal stepping
and no plantar stepping

10  Occasional weight supported plantar steps, no forelimb (FL)-HL coordination

11 Frequent to consistent weight supported plantar steps and no FL-HL coordination

12 Frequent to consistent weight supported plantar steps and occasional FL-HL
coordination

13 Frequent to consistent weight supported plantar steps and frequent FL-HL
coordination

14  Consistent weight supported plantar steps, consistent FL-HL coordination; and
predominant paw position during locomotion is rotated (internally or externally)
when it makes initial contact with the surface as well as just before it is lifted off at
the end of stance or frequent plantar stepping, consistent FL-HL coordination, and
occasional dorsal stepping

15  Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination; and no toe clearance
or occasional toe clearance during forward limb advancement; predominant paw
position is parallel to the body at initial contact

16  Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait; and toe
clearance occurs frequently during forward limb advancement; predominant paw
position is parallel at initial contact and rotated at lift off

17 Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait; and toe
clearance occurs frequently during forward limb advancement; predominant paw
position is parallel at initial contact and lift off
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18  Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait; and toe
clearance occurs consistently during forward limb advancement; predominant paw
position is parallel at initial contact and rotated at lift off

19  Consistent plantar stepping and consistent FL-HL coordination during gait; and toe
clearance occurs consistently during forward limb advancement; predominant paw
position is parallel at initial contact and lift off; and tail is down part or all of the
time

20  Consistent plantar stepping and consistent coordinated gait; consistent toe clearance;
predominant paw position is parallel at initial contact and lift off; tail consistently
up; and trunk instability

21  Consistent plantar stepping and coordinated gait, consistent toe clearance,
predominant paw position is parallel throughout stance, consistent trunk stability,
tail consistently up

Slight: partial joint movement through less than half the range of joint motion

Extensive: movement through more than half of the range of joint motion

Sweeping: rhythmic movement of HL in which all three joints are extended, then fully flex
and extend again; animal is usually sidelying, the plantar surface of paw may or may not
contact the ground; no weight support across the HL is evident

No Weight Support: no contraction of the extensor muscles of the HL during plantar
placement of the paw; or no elevation of the hindquarter

Weight Support: contraction of the extensor muscles of the HL during plantar placement of
the paw, or elevation of the hindquarter

Plantar Stepping: The paw is in plantar contact with weight support then the HL is advanced
forward and plantar contact with weight support is reestablished

Dorsal Stepping: weight is supported through the dorsal surface of the paw at some point in
the step cycle

FL-HL Coordination: for every FL step an HL step is taken and the HLs alternate
Occasional: less than or equal to half; <50%

Frequent: more than half but not always; 51-94%

Consistent: nearly always or always; 95-100%

Trunk Instability: lateral weight shifts that cause waddling from side to side or a partial

collapse of the trunk
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Ptiloha 2. Stupnice od 0 do 7 bodl pouzivana ve flat beam testu. Ponechano v piivodnim

anglickém znéni.

Score Definition

0 The rat is unable to place the affected hind paw on the horizontal surface of the beam,
and its hind body falls off the beam in less than 60 s

1 The rat is unable to start traversing the beam, but keeps its body on the beam for 60 s

2  The rat traverses half of the beam dragging its hindlimbs

3 The rat traverses the whole length of the beam dragging its hindlimbs

4 The rat traverses the whole length of the beam and one of two hindlimbs is placed on
the beam

5 The rat traverses the whole length of the beam and places both hindlimbs to aid less
than half of its steps

6 The rat traverses the whole length of the beam and places both hindlimbs to aid more

than half of its steps

7 The rat traverses the whole length of the beam with no more than 2 footslips

Piiloha 3. Pouzité TagMan® Gene Expression Assays.

Gen Assay 1D

Gapdh RN01775763_g1
Sortl (Nt3) Rn01521847 m1l
Fgf2 Rn00570809_m1
Olig2 Rn01767116_m1
Gap43 Rn01474579 m1l
Gfap Rn00566603 m1
Vegf Rn01511601_m1
Nfxbl Rn01399572_m1
Cntf Rn00755092_m1
Miplo (Ccl3) Rn01464736_g1
Rantes (Ccl5) Rn00579590 m1
CD86 Rn00571654_m1
CD163 Rn01492519 m1l
Irf5 Rn01500522_m1
Mrcl Rn01487342_m1
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Piiloha 4. Ilustra¢ni snimky k histologické a imunohistochemické analyze. Métitko: 500 pum.
A: Znazornéni Sedé a bilé hmoty. B: Barveni proteinu GFAP pro znazornéni gliové jizvy.
C: Barveni proteinu GAP-43 pro znazornéni axonalniho pucéeni. D: Barveni proteinu NF-xB
(p65 podjednotky). Podrobnéjsi informace ohledné barveni a pouzitych mikroskopi
v kapitole Material a metody.
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