ABSTRAKT

Navzdory obrovskému pokroku v mediciné zlistava poranéni centralniho nervového systému
bez uspokojivého feSeni. Regenerativni medicina vyuziva tkanové inzenyrstvi, bunénou
terapii, zdravotni protetiku, genovou terapii nebo rustové faktory s cilem piemostit 1ézi, opravit

poskozena spojeni a zlepsit endogenni regeneraci tak, aby doslo k obnové neuralni funkce.

Cilem mé prace bylo zhodnotit terapeuticky potencidl dvou piistuptl, transplantace lidskych
mezenchymalnich stromalnich bun¢k (hMSC) a biologickych hydrogeli ziskanych z

extracelularni matrix (ECM) v regeneraci nervové tkan¢ u modelti miSniho poranéni.

Prvni ¢ast prace je vénovana charakterizaci hMSC z riznych zdroji — kostni dien¢ (KD), tukové
tkané (AT) a Whartonova rosolu (WJ). VSechny typy bunék splnily minimalni kritéria pro
fenotyp MSC a vykazovaly podobné vlastnosti z hlediska exprese povrchovych markerd,
diferencia¢niho potencidlu, migra¢ni kapacity a sekrece cytokinli a rdstovych faktort.
Pupecnikova a tukova tkan vSak vzhledem ke kostni dfeni poskytovaly vyznamné vyssi vytézky

bunék a MSCs izolované z téchto tkani proliferovaly 1épe nez hBM-MSCs.

Terapeuticky ucinek intratekélni aplikace hWJ-MSC byl posléze vyhodnocen na kompresnim
modelu miSniho poranéni u potkanti. Byl porovnan tc¢inek nizké (0,5 milionu) a vysoké (1,5
milionu) davky hWJ-MSC v jedné nebo opakované (3x) aplikaci. Jednordzova i opakovana
transplantace vysoké davky bun€k méla zjevny pfiznivy G€inek na regeneraci nervové tkané a
vyustila ve vét§i zachovani Sedé hmoty a zvySeni po¢tu GAP43+ axonl, sniZeni astroglidzy,
snizeni exprese zanétlivych a apoptotickych markerii. Vyznamné obnoveni funkéniho vysledku
bylo pozorovéno ve vSech bunécnych skupinach s vyjimkou jednordzové aplikace nizkého
poctu bunék. Pozorovali jsme, ze G¢inek hWJ-MSC se zvySoval v zavislosti od davky a byl dale

potencovan opakovanou aplikaci.

Ve tieti Casti tohoto projektu jsme pfipravili biologické ECM hydrogely decelularizaci
tkané centrdlni nervové soustavy (CNS: prase¢iho mozku a michy) a jinych tkani (praseci
mocovy méchyt a lidska pupecni $iitira). Tyto byly implantovany samostatné a v kombinaci s
hWJ-MSCs, aby piemostili 1ézi misniho poranéni. Hydrogely ze vSech typi ECM byly

charakterizovany z hlediska slozeni, mechanickych a biologickych vlastnosti.



In vitro srovnani ECM hydrogelt ukazalo, Ze i pfes rizny pavod, topografii a slozeni maji
vSechny ECM hydrogely podobné biologické u¢inky na migraci hMSC, diferenciaci neuralnich

kmenovych bun¢k a rist axonti.

ECM hydrogely ptipravené z prase¢i michy (SC) a mocového méchyie (UB) byly hodnoceny
in vivo po jejich implantaci do mis$ni hemisekce u potkand. Oba typy ECM hydrogelt byly
dobfe integrovany do 1éze a stimulovaly neovaskularizaci a axondlni rust. Analyza genové
exprese prokazala vyznamné snizeni exprese genti souvisejicich s imunitni odpovédi a zanétem
u obou typt hydrogeli. Nebyl vSak prokazan benefi¢ni G¢inek tkanoveé specifického ECM
hydrogelu izolovaného z SC. Kombinace hWJ-MSC s SC-ECM vice nepodpofila vristani

axonu a krevnich cév do 1éze ve srovnani s implantaci samotného hydrogelu.

Zavérem, vysledky této prace ukazuji, Ze oba studované piistupy, transplantace hWJ-MSC i
premosténi 1éze pomoci ECM hydrogelti maji pozitivni vliv na regeneraci nervové tkané a jsou
proto silnymi kandidaty na translaci do klinického prostfedi. Potvrdili jsme hypotézu, ze
opakované intratekalni podani hWJ-MSC vedlo k potenciaci terapeutického efektu kmenovych
bunék po misnim poranéni a tento 1écebny postup je také vhodny pro klinickou praxi. Zatimco
transplantace hWJ-MSC je jiz ovéfovana v klinickych studiich, pfipravu ECM hydrogelt je

tieba dale optimalizovat, zejména pokud jde o jejich rychlou in vivo degradaci.
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