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Seznam zkratek

AK- Aminokyselina

BBB test- Basso Beattie a Bresnahan test

BDNF- Brain derived neurotrophic factor (z mozku derivovany neurotroficky faktor)

Bl- before injury (Pfed indukci 1éze)

CNS- Centralni nervovy systém

CNTEF- Ciliary neurotrophic factor (fasinkovy neurotroficky faktor)

ESC- Embryonic stem cells (Embryonalni kmenové buriky)

FR- Fyziologicky roztok

FGF- fibroblast growth factor (fibroblastovy rustovy faktor)

GAP43- Growth associated protein 43 (s ristem asociovany protein43)

G-CSF- Granulocyte colony- stimulating factor (factor stimulujici kolonie granulocyti)

GD- Gyrus dentatus

GDNF- Glial derived neurotrophic factor (z glii derivovany neurotroficky faktor)

GFAP- Glial fibrillary acidic protein (glialni fibrilarni acidicky factor)

GFP- Green fluorescence protein (zeleny flourescenéni protein)

GM-CSF- Granulocyte macrophage colony- stimulating factor (factor stimulujici kolonie

granulocytt a makrofagt)

GMP- Good manufacturing practice

HEB- hematoencefalick4 bariera
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HEMA- Hydroxyetylmetakrylat

HPMA- Hydroxypropylmetakrylamid

IL- interleukin

iPS(C)- induced pluripotent stem cells (indukované pluripotentni butiky)

LIF- Leukemia inhibitory factor (Leukemii inhibujici faktor)

MAG- Myelin associated glycoprotein (myelin asociované glykoproteiny)

MCP- Monocyte chemotactic protein (chemotakticky protein monocyti)

MIP1la- Macrophage inflammatory factor 1la (zanétlivy factor makrofagi 1a)

MSC- Mesenchymal stem cells (mesenchymalni kmenové burky)

MP- mi$ni poranéni (SCI, spinal cord injury)

NF- Neurofilamenta

NGF- Nerve growth factor (nervovy rastovy faktor)

Nogo- Neurite outgrowth inhibitor (inhibitor ristu neurita)

NP- Neuralni prekurzor

NSC- Neural stem cells (neuralni kmenové buriky)

NT3- Neurotrophin 3 (Neurotrofin 3)

OMGP- Oligodendrocyte myelin glycoprotein (oligodendrocytové myelin glykoproteiny)

PB- Phosphate buffer (fosfatovy pufr)

PNS- Periferni nervovy systém

gPCR- Quantitative polymerase chain reaction (kvantitativni polymerazova fetézova reakce)
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RANTES- Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted (po aktivaci

regulovany, normalnimi T-bufikami exprimovany a vylu¢ovany faktor)

RECA- Rat endotelial cell antibody (potkani protilatka proti endotelialnim bunikam)

RGD- Primarni sekvence AK (Arg-Gly-Asp)

SIKVAV- Primarni sekvence AK (Ser-lle-Lys-Val-Ala-Val)

SGZ- Subgranularni zéna

SVZ- Subventrikularni zéna

TNFa- Tumor necrosis factor a (nador nekrotizujici factor o)

TR- Transplantation (Transplantace (bunék))

Trk A, B, C —tropomyosin related kinase A, B, C (s tropomyosinem spojena kinasa A, B, C)
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Uvod

Poranéni michy je jednou z nejcastéjSich pticin invalidity a umrti po celém svete.
Svétove je k jiz existujicim milionim pacientl roéni nardst jedinct s misnim poranénim (MP) 0
130 tisic. Nejcastéjsi pti¢inou traumatickych miSnich poranéni jsou autonehody a pady, i kdyz
se zvySujicim se v€kem zaroven piibyva i velké procento netraumatickych poskozeni michy
(van den Berg, Castellote, Mahillo-Fernandez, & de Pedro-Cuesta, 2010). Prvni poznatky o
mis$nim poranéni jsou znamé jiz z roku 3000 pf. n. 1. a jsou pfipisovany slavnému lékari
Imhotepovi, Tyto poznamky popisuji poranéni michy jako ,,nemoc, ktera nemuize byt oSetiena“.
Tato velmi pesimisticka diagn6za prochazi naptic historii az do pocatku 20 stoleti. Béhem prvni
a predevsim pak druhé svétové valky dochazi k zdsadnim pokrokiim v moderni medicing, které
tuto diagnozu pozménuji z ,,nemoci, jez nemize byt osetiena“ na nemoc, jejiz dusledky
nemohou byt kompletné vyléCeny, avsak jejiz oSetieni je nejen mozné, ale i vyznamné zlepSuje
prognozu pacientd. Hlavni zména ptichéazela s vyrazn€ del$im ptezivanim pacientti s MP a
s jejich moznosti se za¢lenit nazpét do socialniho zivota. K tomuto pokroku vedlo piedev§im
zavedeni komplexniho piistupu k pacientim s MP. Myslenka komplexniho piistupu vedla
Donalda Munroa jiz v roce 1936 k zaloZeni prvniho spinalniho centra a to v Bostonské méstské
nemocnici (Boston, USA). V roce 1944 bylo zaloZeno sirem Ludwigem Guttmanem narodni
spinalni centrum ve Stoke Mandeville (Buckingham, UK), které posléze slouZilo jak vzor pro
vznik center tohoto typu v okolnich evropskych zemich. V této dobé zacal byt uplatiiovan
multidispiplinarni piistup k 1é¢bé misniho poranéni (Donovan, 2007). Jednou z ustiednich
postav paraplegiologie v Ceské republice je prof Benes, ktery v roce 1961 vydal monografii
,Poranéni michy*, v niz popisuje ucelenou oSetfovatelskou a rehabilitaéni pé¢i s odkazem praveé
na Ludwiga Guttmana. Tato koncepce vedla k vyznamnému snizeni imrtnosti pacient s MP.
Ve své monografii klade diraz na v€éasnou dekompresi poranéné michy s ohledem na kaskady
sekundarnich procesti poranéni. Zaroven predklada nutnost specializovanych spinalnich
jednotek, kam jsou pacienti po diagndze co nejdiive pfevezeni a komplexné oSetiovani i z

hlediska ptidruzenych komplikaci. Déle klade dliraz napropojeni téchto specializovanych center
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s centry rehabilitaénimi (Benes, 1987). Prvni spinalni jednotku v Ceské republice se podatilo
vybudovat az v roce 1992 prof. Wendschemu a to v Brnénské urazové nemocnici. Dne$nimi
klinickymi nastroji jsou predevsim v¢asna chirurgicka dekomprese poranéné michy a stabilizace
patefe (Fehlings, Rabin, Sears, Cadotte, & Aarabi, 2010), zpomaleni procest navazujicich na
primarni poranéni, napiiklad lokalnim ochlazenim (Ahmad, Wang, & Levi, 2014), pouziti
kortikosteroidt (Bracken, 2012) a spravné nacasovana a dlouhodoba rehabilitace, ¢i jejich
vzajemna kombinace (Hansebout & Hansebout, 2014). Od dlouhodobé pouzivanych
kortikosteroidli se v dnesni dobé Casto ustupuje. Kontroverzni debata o jejich u¢innosti a
vedlejsich Géincich 1é¢by provazi jejich pouzivani jiz ptes 20 let (Breslin & Agrawal, 2012).
Prestoze 1ékatska péce vyrazné zvysila prezivani pacientd s MP, nadéle zlistava umrtnost
pacientl az trikrat vyssi ve srovnani s vékove relevantni zdravou populaci (van den Berg,
Castellote, de Pedro-Cuesta, & Mahillo-Fernandez, 2010). Navzdory dne$ni moderni mediciné
neexistuje funkéni klinicka 1é¢ba misniho poranéni. Slozitost patologie misniho poranéni a
celkove nervového systému vyzaduje vicetrovinové 1éCebné postupy zajistujici stabilizaci
prostiedi, poskytnuti opérného systému pro premosténi vzniklé kavity, zesileni ptirozené
regenerace systému a nahrazeni odumtelych neurond a glii. Takovy pfistup musi zahrnovat
kombinaci u¢innych terapii, vyznaéujicich se spravnym nacasovanim a synergistickym efektem.
Experimentalni metody regenerativni mediciny zahrnuji aplikace kmenovych bunék ¢i jejich
produktd, implantace biomateriall pro premosténi 1éze a vyuziti celé fady ristovych ¢i
imunomodulacnich faktorti vykazujicich dlouhodobé slibné preklinické a v posledni dobé¢ i

klinické vysledky.

Tato prace se zabyva studiem experimentalnich prostiedkd vyuzitelnych v 16cbé
misniho poranéni. Porovnava nejcastéji pouzivané typy kmenovych bunék, jejich vyuziti v
kombinaci s bioaktivnimi hydrogely, mechanizmy ptsobeni terapie na sekundarni procesy

poranéni a na obnovu lokomoc¢nich funkei po poranéni michy.
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Patofyziologie miSniho poranéni, primarni poranéni

Primarni poskozeni vznikd v disledku mechanického impulsu ptekonavajiciho
strukturalni limity bun¢k a tkané. Je charakterizovano jednak nespecifickou ztratou neuronti a
glii a jednak subletalnim poskozenim bunék (LaPlaca, Simon, Prado, & Cullen, 2007). Ptezivsi
poskozena tkan se tak stava citliva ke kaskadé sekundéarnich procesii poranéni, jez zahrnuji
vaskularni, biochemické a prozanétlivé zmény vedouci k prodlouzené apoptoze a degeneraci
tkang, (Kwon, Tetzlaff, Grauer, Beiner, & Vaccaro, 2004; Rowland, Hawryluk, Kwon, &
Fehlings, 2008). Dvéma zakladnimi parametry biomechaniky misniho poranéni jsou sila
pusobeni a napéti, které¢ vedou k deformaci a nataZeni, ¢i rotaci misni tkang. Dle
biomechanického impaktu se MP d¢li na kontuzi, kompresi, maceraci a laceraci. MP dale
délime na oteviena a uzaviena. Oteviena MP vznikaji pfedev$im vniknutim ostrého predmétu
do pateiniho kandlu, a tudiZ jsou vétSinou traumatického typu. Uzaviend poskozeni michy
mohou vznikat z riznych pficin a to jak traumatickych, jako jsou nehody, pady, ¢i stfelna
poranéni, tak z vnitinich pficin, jako je tlak vznikajiciho nddoru na pateini kanal ¢i ischemicka
léze. Z hlediska klinického projevu zasadni roli hraji mira a segment poskozeni. Mira poskozeni
je kategorizovana pomoci stupnic, z nichz nejznamé;jsi je hodnotici §kala American Spinal
Injury Association (ASIA, Tab. 1.) a Frankelova Skala (Tab. 2.). Mezinarodni standard pro
neurologickou klasifikaci misniho poranéni zahrnuje 5 stupiiit A-E, kde A oznacuje kompletni
1ézi, kde neni zachovana zadna lokomocni ani senzoricka funkce, az po E, jakoZto zdravého
jedince. Uroven poranéni pak uréuje, od jakého segmentu nize bude mit pacient disfunkéni
senzorické a lokomoc¢ni drahy a zaroven jaké vedlejsi procesy poranéni budou nasledovat.
Zéakladni rozdéleni pii kompletnim poranéni je na paraplegii (poskozeni v thorako-lumbalni
urovni), tetraplegii (poskozeni v tirovni cervikothorakalni trovni) a pentaplegii (poskozeni ve
vy$$i cervikalni trovni) (Obr. 1.). Kompletni poranéni je malo Casté. Ve vétSing pripadi ztistava
zachovana ¢ast prezivajici tkan€, kde v pfipad€ uc¢inné 1é¢by je mozZnost alespon ¢astecného
navratu funkce. Ovlivnéni sekundérnich patologickych procest, které hraji vyznamnou roli

v kone¢né velikosti 1éze, muze proto vést k vyraznému funkénimu zlepSeni po MP.

16



17



Tabulka 1. hodnotici §kala dle American Spinal Injury Association

ASIA | Popis postiZeni

A Kompletni transverzalni 1éze mi$ni. Zadna senzitivni ¢i motoricka funkce

michy v segmentu S,5

B Inkompletni 1éze misni. Zachovana senzitivni, ale zadnd motoricka funkce,

véetné segmentil S5

C Inkompletni 1éze misni. Zachovana motoricka funkce pod mistem poranéni,

vice nez polovina kli¢ovych svalil sila méné€ nez 3.

D Inkompletni 1éze misni. Zachovand motorickd funkce pod mistem poranéni,

vice nez polovina kli¢ovych svali sila 3 a vyse.

E Normalni motorické a senzitivni funkce pod mistem poranéni.

Tabulka 1. Preklad hodnotici skaly dle ASIA (www.asia-spinaliinjury.org).

Tabulka 2. Frankelova hodnotici $§kala

Frankel | Popis postizeni
A Z4dna motoricka ¢&i senzitivni funkce pod mistem poranéni.
B Pfitomnost pouze senzitivnich funkci, nikoliv motorickych.
C Pritomnost motorické funkce, ale neuZite¢né.
D Pritomnost uzite¢né motorické funkce.
E Normalni motorické a senzitivni funkce.

Tabulka?2. Preklad hodnotici Skaly dle Frankela.( http://www.surgicalneurology.org/spine/)
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Obrazek 1. American Spinal Injury Association protokol hodnoceni

Patient Name

Examiner Name Date/Time of Exam

AS*R INTERNATIONAL STANDARDS FOR NEUROLOGICAL IS C.S
CLASSIFICATION OF SPINAL CORD INJURY

LIGHT PIN
MOTOR Howr N SENSORY
R L ; ﬁi‘,‘ffﬁfﬁ. ) R L R L KEY SENSORY POINTS
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c6 Wrist extensors c3 !
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c8 Finger flexors e, C5 NT = not testable|
T1 Finger abductors (itte finger) c6
UPPER LIMB
o [+0=[C"1 g
(MAXIMUM)  (25) (25 (50)
T1
; T2
Comments: L
T4
75
T6
7
T8
79
T10
T11
T12
L1
L2
L3
L2 Hip flexors L4
L3 Knee extensors Ls
L4 Ankle dorsiflexors S1
L5 Long toe extensors 82
s1 Ankile plantar flexors s3 Sensory
(VAC) Volun;lvr!;;:,l canmcrianE S54-5| [: (DAP) Deep anal pressure (yes/No) Points
O0- PINPRICK SCORE  (max 112)
LO‘;’gﬁA’zMB O+0-3 TorALs{ | = LIGHT TOUCH SCORE  (max: 112)
axmoM) @25 (25 (50 (MAXIMUM) (56) (56)  (56) (56)
(In complete Injuries only)
NEUROLOGICAL R L SINGLE COMPLETE OR INCOMPLETE? [__|  ZONE OF PARTIAL R_L
LEVEL SENSORY[ ][]  NEUROLOGICAL [ |  imompict - Any sensor ormotor rcton n 5455 PRESERVATION sensory [ [
e ——  MOTOR FI™ LEVEL ASIA IMPAIRMENT SCALE (AlS) [ ] —a— MoTOR ]
This form may be copied freely but should not be altered without permission from the American Spinal Injury Association. e

Obrazek 1. ASIA protokol pro hodnoceni pohyblivosti a senzorickych viemii v jednotlivych

dermatomech a myotomech (www.asia-spinaliinjury.org).

OkamZita faze poranéni

Okamzita faze poranéni se vyznacuje lokalnimi i systémovymi zménami. Tyto déje
probihaji v ramci sekund po poranéni. V disledku primarniho impaktu dochazi k poskozeni
cévniho feciste, a tudiz ke krvaceni, intravaskularni trombodze a otoku, coz vede k nasledné
ischemizaci tkang a tvorb¢ kyslikovych radikali. Nasledkem kombinace nekrotické smrti
bunék, oxidativniho stresu a poskozeni bunécnych membran dochazi k vzniku iontové
disbalance a blokad¢ pienosu signalu. Intracelularni komponenty a excitotoxické molekuly
(nekteré neurotransmitery, napt. glutamat) ve zvysené koncentraci dale poskozuji neurony
v okoli lIéze. Porucha funkce neuronti pfispiva k rozvoji misniho Soku a nésledné ztraté funkce

misni tkan€ pod urovni poranéni (Kwon et al., 2004).
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Sekundarni faze poranéni

Akutni faze poranéni

Akutni faze miSniho poranéni probiha 2-48h po primarnim poskozeni. V této fazi se dale
rozvijeji procesy okamzité faze poranéni, coz vede k zvétSeni ptivodni velikosti 1éze (Obr. 2.). V
dasledku vyrazné zvySené koncentrace iontli a aktivnich molekul v extracelularnim prostoru
dochazi k hypertrofii a aktivaci gliovych bungk, které nezvladaji pufrovat extracelularni
prostiedi, a nasledné akceleraci sekundarnich poskozeni. Nadale nardsta extracelularni
koncentrace glutamatu, formace volnych radikal a diky porusené hematoencephalické bariéte
(HEB) dochazi k aktivaci imunitniho systému a zanétlivé reakci (Rowland et al., 2008; Tator &
Fehlings, 1991). Propustnost HEB je pak dale zvySovana neuroimunitni odpovédi astrocyti a
mikroglii, ¢imZ je usnadnéna infiltrace leukocytl, makrofagt a dalSich slozek imunitniho
systému vedoucich k rychlej§imu rozvoji zanétu. Role jednotlivych sloZzekimunitniho systému
neni vzdy jednosmérna a miize mit rozdilny efekt v pisobeni na neurony a glie. Zanétliva
imunitni odpovéd’ na MP, zahrnujici €istici mechanizmy vedouci ke stabilizaci poskozené
oblasti, je velmi komplexni a miize mit jak negativni tak i pozitivni vliv na regeneraci systému
(Gal, Kravcukova, Mokry, & Kluchova, 2009). Modulace imunitni odpovédi mize vyrazné
zmé&nit miru poranéni a tedy zachovani funkce po MP. U modelu mi$ni 1éze u potkana byly
nalezeny zvySené hladiny IL-8, IL-6, IL-1a, IL-1p, IL-13, MCP-1, MIP1a, RANTES, a TNFa,
naproti tomu byl pozorovan vyrazny pokles IL-12p70. U pacientl byly v cerebrospinalni
tekuting nameéteny predevsim IL-6, IL-8, a MCP-1. Tyto cytokiny mohou velmi dobie slouzit
jako markery efektivity 1é¢by, jeZ zmirniuje sekundarni procesy poranéni (Stammers, Liu, &
Kwon, 2012). Naptiklad vysoké hladiny TNFa, v mi$ni tkani spolu se zvySenym intracelularnim
Fe vedou K polarizaci makrofagti do prozanétlivého (M1) stavu (Kroner et al., 2014). Podani
IL10 vedlo ke snizeni hladiny TNFa a k funkénimu zlepseni po MP (Bethea et al., 1999).
V piipadé vyuZiti protilatek proti IL-6 receptoru bylo opétovné pozorovano funkéni zlepseni

(Arima et al., 2014). Na druhé stran¢ zvysSeni koncentrace faktord, jejichz hladiny jsou snizeny
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po MP jako je IL12P70, vedlo rovnéz k zlepseni funkce (Yaguchi, Ohta, Toyama, Kawakami, &

Toda, 2008).

r~__r

Obrazek 2. Sekundarni procesy miSniho poranéni

MiSNi PORANENI

‘ Poskozeni BBB

v
Reakce imunitniho
systému- zanét

APOPTOZA

Obrazek 2. Sit sekundarnich procesit poranéni vedouci k rozvoji léze a apoptotické ¢i nekroticke

smrti neuronit a glii (Klussmann & Martin-Villalba, 2005)

V pribéhu akutni fdze dochdzi k bunécné smrti a to jak nekrozou tak apoptozéu. Po MP u
neuront poranénych jednak mechanicky, ¢i vystavenych excitotoxickému ptisobeni, pfevazuje
nekroticka bunécna smrt a apoptdza byva pozorovana ziidkave. Na druhé strané u
oligodendrocytt, jez vytvaieji myelinovou pochvu v centralnim nervovém systému (CNS), byla
apoptoza pozorovana Casto jak v akutnich tak pozd&jsich fazich poranéni (X. Z. Liu et al., 1997)
a je jedou z pfi¢in wallerianské degenerace axonu (David, 2002). Imunomodulace tudiz mize
byt t¢innym nastrojem pro zmirnéni prubéhu misniho poranéni. Av§ak ambivalence a sloZitost

10 vyZaduje detailni znalosti korelace jednotlivych slozek IS (Gal et al., 2009).
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Subakutni faze poranéni

Subakutni faze probiha ptiblizn€ od 2 dni do dvou tydni po poranéni. V této fazi dochézi
k dalsimu rozsifovani centralni kavity. Vliv cytotoxického prostiedi méni produkei faktori
gliovych bunék, vznikaji tzv. reaktivni astrocyty, které spolu s dal§imi gliovymi buiikami (napf.
NG2 glie) vytvareji prostfedi utlumujici spontanni regeneraci a podileji se na vzniku gliové
jizvy. Gliova jizva je multimodalni utvar skladajici se z n¢kolika druhti bunék. Je tvotena
astrocyty rizného stupné aktivace a vyvoje (Meletis et al., 2008); dalsi slozkou gliové jizvy jsou
fibroblastiim podobné stromalni butiky, jez tvofi jadro jizvy (Barnabe-Heider et al., 2010;
Camand, Morel, Faissner, Sotelo, & Dusart, 2004) (Obr. 3.). Do bungk participujicich na tvorbé
jizvy se posledni dobou po¢itaji i NG2 glie, které mohou pfispivat k inhibici ristu axont (Buss
et al., 2009; Tan, Zhang, & Levine, 2005). Burky v jizvé vylucuji molekuly extracelularni
matrix, ¢i repelentni faktory, jez znemoznuji rist a migraci neuralnich bun¢k pfes vytvorenou
kavitu (Barnabe-Heider et al., 2010). V této fazi jsou zaroven aktivovany mikroglie, jez
prispivaji k vycisténi myelinového debrisu a ¢astecné tak napomahaji k zvyseni regeneracniho
potencialu (David & Kroner, 2011). Poskozené axony se pokouseji o tvorbu nového rustového
konu, avsak oproti axontim periferniho nervového systému (PNS) postradaji potfebné
komponenty pro jejich tvorbu a v prostiedi poSkozené michy vytvari vétSinou jen disfunkéni.
ztlustelé axonalni kony. Poskozené axony bez potiebnych signald tak degeneruji anterogradné i
retrogradné od mista poskozeni (Eva & Fawcett, 2014). Oproti akutni fazi jiz dochazi ke snizeni

otoku a je mozné diagnostikovat miru poranéni.
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Obrazek 3. Distribuce nové vzniklych bunék po MP/ tvorba gliové jizvy
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Obrazek.3. (A-C) Distribuce lézi indukovanych progenitorii z ependymdlnich bunék (zelené),
astrocytii (Cervené), oligodendrocytalnich progenitori (modré) a pericytii typu A (oranzové) 4
mésice po sekci zadnich provazcii misnich (A.). Pivod novych astrocytii (A), oligodendrocytii
(O) a stromalnich bunek (SC) 4 mésice po poranéni (B.). Barva sloupkii grafu naznacuje pivod
bunék dle barevného schématu (C). Schématicky obrazek zachycujici osud ependymalnich

bunék, astrocytui oligodendrocytii a pericytii typu A po misni lézi (C) (Sabelstrom et al).

Chronicka faze poranéni

Poskozeni michy pfechazi do chronické faze nekolik tydnd po poranéni a setrvava v ni
fadu let. V pribéhu chronické faze je neurologicky stav pacienta stabilizovan (McDonald &
Belegu, 2006). Tato faze je charakterizovana pokracujici apoptdzou, modulaci a stabilizaci
gliové jizvy, tvorbou cyst (vedouci k rozvoji syringomyelie) a demyelinizaci zachované okolni
tkané (Christensen & Hulsebosch, 1997). Demyelinizace axont je primarné zpisobena
apoptotickou smrti a v mensi mife Spatnou funkci poskozenych oligodendrocyti zajistujicich
vytvafeni myelinové pochvy (Fawcett & Asher, 1999) (Obr. 4.). V této fazi poranéni misni tkan
vykazuje zndmky endogenni regenerace a tvorby novych axond, coz mtze vést k ¢astecné

reinervaci, jeZ je ovSem nahodna a nese rizika napt. vzniku chronické bolesti. Zaroven
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chronicka faze poskozeni sebou nese celou fadu sekundarnich komplikaci, jako jsou spasticita,
patologicka bolest, osteoporoza etc. (Christensen & Hulsebosch, 1997; Sezer, Akkus, & Ugurlu,

2015).

Obrazek 4. Rozvoj miSni 1éze a moZnosti experimentalni 1é¢by

A

Obrdzek 4. Schématicka presentace patologickych procesit po MP v akutni a chronické fazi a
zakladni moznosti experimentalni lécby. A- Akutni faze; 1) primy impakt, 2) lacerované axony,
3) kontuzné poskozené axony, 4) narist poctu inflamatornich bunék. B- Chronicka faze; 1)
centralni kavita, 2) zajizvend tkan, 3)Inhibice regenerace axonu, 4) demyelinizace,
S)retrakce/degenerace axonti, 6) narust poctu inflamatornich bunék. C- Moznosti lécby; 1)
bunécnad/ tkanova terapie, 2) blokace inhibicnich molekul axonalniho ristu, 3) posilent
prirozenych procesi axondlni regenerace, 4) modulace zanétlivé odpoveédi (Ronsyn, Berneman,

Van Tendeloo, Jorens, & Ponsaerts, 2008).

24



Mechanizmy endogenni regenerace a jejich omezeni

Ependymalni buiiky

V dospélém CNS existuji neurogenni a gliogenni zény obsahujici neuralni prekurzory
(dospélé kmenové bunky), jez za fyziologické situace jsou dostacujicim zdrojem pro specifické
obnoveni napfiklad neuroni v ¢ichovém laloku. Tyto zony se vyskytuji ve vyvijejicim se CNS
podél stén komor a centralniho kanalku michy. U savet v ¢asném stadiu vyvoje byly popsany
regenerace descendentnich vlaken a ¢astecna reorganizace misniho poranéni prave
ependymalnimi butikami michy (lwashita, Kawaguchi, & Murata, 1994; X. M. Wang, Terman,
& Martin, 1996).V dospélém organismu pak zistavaji dvé oblasti, subventrikularni zéna (SVZ)
a subgranuldrni zona (SGZ) v gyru dentatu, jez si zachovavaji neurogenni potencial. Ostatni
subependymalni zony (napt. centralni mi$ni kanal) obsahuji ependymalni buniky, jeZ maji spise
gliogenni charakter, avsak vzhledem k jejich positivnimu vlivu na poskozenou tkan mohou
slouzit jako zdroj bunééné terapie (Obr. 5). Ependymalni buriky v reakci na mi$ni poskozeni az
50-ti ndsobné zvysi sviyj proliferacni potencial a podili se nejen na tvorbé gliové jizvy
(ependymalni astrocyty), ale mohou dat vzniknout spolu s glialnimi restriktnimi prekurzory
oligodendrocytim, které mohou slouzit k obnové myelinizace (Stenudd, Sabelstrom, & Frisen,
2015). Zaroven byl u pacientll s poranénim CNS zji§tén nartst nestin positivnich
ependymalnich bun¢k v misni tkani, avSak jejich ptivod a podil na regeneraci je stale diskutovan
(Cawsey, Duflou, Shannon-Weikert, & Gorrie, 2015). Pti vyraznéj$im poskozeni CNS sice
prekurzory vytvorené témito zonami putuji k mistu poranéni, avsak jejich pocet neni dostate¢ny

pro obnoveni funkce a Casto jejich ucast neni pln€ objasnéna.
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Obrazek 6. Dospélé kmenové buiiky subventrikularni a subgranularni zony
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Obrazek 5. Bunécné typy a anatomie niky SVZ a SGZ. Schéma frontdlniho rezu
dospélym mysSim mozkem ukazujicim SVZ (a) a SGZ(b). Astrocyty SVZ (a, B, modra) funguji
Jjako dospelé kmenové buiiky, které davaji vzniknout migrujicim neuroblastiim (A, cervena)
urcenym pro olfaktorialni lalok pres stadium deélicich tranzitné-amplifikujicich busiek (C.
zelend). Astrocyty SGZ (b, B, modra) se déli do intermedialnich prekurzorii (typ D bunék, zlutd),
nasledné progresivné generuji zralejsi prekurzory (typ D1 —typ D2—typ D3), které pak
dozravaji do granulocytdrnich neuronii (G, cervend). Oba typy zon tvori specifickou niku a
s kontaktem s axony i s kapilarnim recistem (BV) a basdlni laminou (BL), komunikujici
S kmenovymi burikami a vzdjemné signdly urcuji osud prekurzorii (Riquelme, Drapeau, &

Doetsch, 2008).

Kolateralni sprouting
Druhym mechanizmem endogenni regenerace je kolateralni sprouting neboli puceni, jez
bylo poprvé popsano pravé v mise (C. N. Liu & Chambers, 1958). Kolateralni sprouting muze
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byt spustén rznymi impulsy (poranénim mozku ¢i michy, neurodegenerativnim onemocnénim,
etc.), které vedou k deaferentaci urcité ¢asti CNS (Moore and Zigmond 1994; Chevassus-Au-
Louis et al., 1997) (Obr. 6). Na piezivsich axonech tak vznikaji nové kolateraly, jez vSak

v prostiedi 1éze bez spravného signalu nezajistuji ptivodni spojeni ale spise re-inervaci
deaferentovanych ¢asti a nova ndhodna spojeni. Akcelerace kolateralniho sproutingu tudiz mtize
kromé funkéniho zlepSeni vést naptiklad i ke staviim patologické bolesti (Christensen &

Hulsebosch, 1997; Sezer et al., 2015).

Obrazek 6. Sprouting axonu

A) normalni zapojeni fimbrie a medialniho svazku telencefalu na neuron septalniho jadra

neuron septainino
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Obrazek 6. Sprouting fimbrialnich axonii po pretéti a degeneraci medidlniho svazku predniho

mozku (Raisman, 1978)

Omezeni regenerace CNS
Poskozeni v CNS zahrnuje nejen ztratu bunék samotnych a axonalnich spojeni, ale i
mnozstvi inhibi¢nich molekul v oblasti poskozeni a pfirozené nizkou regeneracni kapacitu

neuroni CNS (K. Liu, Tedeschi, Park, & He, 2011) (Obr. 7.). Oproti PNS se v dospélém CNS
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nevyskytuji nékteré prvky potfebné pro rist axonl na dlouhou vzdalenost. V axonech neuront
CNS jsou molekuly integrint inaktivovany inhibi¢nimi molekulami a v nékterych typech axoni
nedochdzi ani k jejich transportu do ristového konu. Kontakt integrini s fokalnimi adhezivnimi
proteiny a extracelularni matrix pomaha pfi riistu axonalniho konu a je jednim z fungujicich
mechanizmi PNS (Eva & Fawcett, 2014). Oproti PNS je v CNS omezeni ristu axont spojené

s absenci deacetylace tubulinu jakozto nezbytného kroku pro tvorbu mikrotubulil pro transport
podjednotek rustu axonalniho konu (Cho & Cavalli, 2012). Terapie, zabyvajici se zptistupnénim
téchto krokti v CNS, mohou vyrazné pomoci regeneraci poskozené michy. Buiiky astrocytl a
NG?2 glii vytvati mechanickou a funkéni barieru gliové jizvy, jez jako pasivni prvek regenerace
uzavira extrémne Skodlivé prostiedi centralni 1éze pred okolni tkdni. Zaroven nadprodukce
inhibi¢nich molekul jako jsou Nogo-a, S myelinem asociované glykoproteiny (MAG) a
oligodendrocytové myelin glykoproteiny (OMGP) brani rustu novych vlaken v misté poskozeni.
V disledku kombinace téchto faktord vznikaji spise kratké kolateraly, které se za idealnich
podminek ¢i externiho ptispéni propojuji pres skupiny interneurond na mozné funkéni drahy a
dlouha zapojeni se vyskytuji jen vzacné. Z kratkodobého hlediska jsou tyto mechanizmy
stabiliza¢ni, avSak z dlouhodobé perspektivy nemohou nahradit regeneraci axonl v poskozené

miSe.
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Obrazek 7. CNS VS. PNS
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Obrazek 7. Okoli poskozenych axonit CNS a PNS nastavuje rozdilny potencial pro endogenni

regeneraci (Strittmatter, 2010).

Faktory urychlujici endogenni regeneraci

Z dtivodu nedostatecné schopnosti endogenni regenerace byly zkoumany latky, které by
pozitivné ovlivnily regeneraci poskozené michy. Apoptdza a nekroza jsou Castym jevem
v sekundarnich procesech misniho poranéni a jelikoz zachovani i malého procenta (cca 5- 10%)
myelizovanych funkénich vlaken mize vést k zachovani velké ¢asti lokomocnich ¢i
senzorickych funkci (Oudega & Perez, 2012; Weishaupt, Hurd, Wei, & Fouad, 2013), hraje
vyuziti externich rustovych faktor ¢i antiapoptotickych molekul dilezitou roli pii 1é¢be
poskozené michy. Cela fada neurotrofickych (E. J. Huang & Reichardt, 2001; Liebl, Huang,

Young, & Parada, 2001; Namiki, Kojima, & Tator, 2000). a jinych ristovych faktora (Gorio et
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al., 2002; H. M. Kim, Hwang, Lee, Kim, & Kim, 2009) vedla k morfologickym i funkénim

zlepSenim v 1é¢bé misniho poranéni.

Neurotrofni a jiné rastové faktory

Ve vyvijejicim se i v dospélém organismu jsou za fyziologickych i patofyziologickych
situaci produkovany neurotrofni latky, které pies systémy kaskad ovliviiuji expresi bunék a
mohou tak rozhodovat o pfezivani neuront a glii a riistu a sproutingu axonti. Neurotrofické
faktory puisobi pievazné pres trk A, B, C (tropomyosin related kinase A, B, C) ¢i ptes p75
receptor sprazeny s neurotrofickymi faktory. Vliv trk receptorti je spojeny s pfezivanim neuront
¢i ristem axonu. U p75 receptoru je vSak funkce ambivalentni a mtize rozhodovat jak o pieziti,
tak o pfechodu do apoptozy (E. J. Huang & Reichardt, 2001; Liebl et al., 2001; Namiki et al.,
2000) (Obr. 8.). Mezi nejznamgjsi a stale jedny z nejcastéji pouzivanych faktort

v experimentalni 1é€bé miSniho poranéni patii nasledujici ristové faktory:

NGF (Nerve growth factor) byl prvnim neurotrofnim faktorem, ktery byl popsan a
charakterizovan (Cowan, 2001). Pozdé&ji byla identifikovana jeho funkce podporujici pteziti
neurontl a rist a vétveni axonti. NGF pusobi pres trkA receptory u malych senzorickych
neuront (E. J. Huang & Reichardt, 2001; Mendell & Arvanian, 2002). V regeneraci
motoneuront vliv NGF pozorovany nebyl (Tuszynski et al., 1996). Jeho produkce po poranéni

michy se zvySuje jak v proximalnich tak distalnich segmentech michy (Heumann et al., 1987).

BDNF (Brain derived neurotrofic factor) podporuje pfezivani a rtist axont u senzorickych
neuronu (Erickson et al., 1996; Oudega & Hagg, 1999) i motononeuront (Braun, Croizat,
Lagrange, Warter, & Poindron, 1996; Liebl et al., 2001). BDNF ptisobi pies trkB receptory (v
nekterych piipadech ho miize zastoupit neurotrofin NT4), jeho ptisobeni je Siroké a v n¢kterych
ptipadech se prekryva s uc¢inky NT3 a NT4/5 neurotrofind, coz vedlo k jeho velké popularizaci.
Jeho aplikace ukazuje vyznamny vliv na zachovani kortikospinalni i rubrospinalni drahy
(Hiebert, Khodarahmi, McGraw, Steeves, & Tetzlaff, 2002; Namiki et al., 2000). Vysledny

efekt vSak velmi zalezi na mist€ podani, davce a trvani aplikace a muze sebou nést i negativni
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dopad lécby aktivaci bolestivych drah. I kdyz cela fada publikaci ukazuje dalsi pozitivni efekty
aplikace BDNF po MP, jejich interpretace neni vzdy jednoduchd, konzistentni a mira ucinka se

vyrazné lisi (Weishaupt, Blesch, & Fouad, 2012).

NT3 (neurotrophin 3) podobné¢ jako NGF zvySuje piezivani senzorickych aferentnich
spoju, avSak oproti NGF, podporuje piezivani neurond s receptorem trkC (E. J. Huang &
Reichardt, 2001). Zaroven, podobné jako BDNF, podporuje ptezivani motoneuronti. NT-3 navic
podporuje vrastani PNS axont do michy (Priestley, Ramer, King, McMahon, & Brown, 2002) a
vyznamné se podili na regeneraci perifernich nervu i michy (Fortun, Puzis, Pearse, Gage, &

Bunge, 2009).

CNTF (cilliary neurotrophic factor) podporuje preziti, rist a vétveni motoneuront
(Siegel, Patton, & English, 2000; Ye et al., 2004) a zarovent ma vyznamny vliv na piezivani a
maturaci oligodendrocytti. Aplikace prekurzorti oligodendrocyti se zvySenou expresi CNTF
vedla k signifikantné zvySené myelinizaci a zlepSeni lokomo¢ni funkce (Cao et al., 2010). Na
druhou stranu jeho podpora glialni diferenciace je spojovana i s tvorbou gliové jizvy (Ye et al.,

2004).

GDNF (glial derived neurotrophic factor) podporuje pteziti jak motorickych (Watabe et
al., 2001) tak senzorickych neuront i neuront autonomniho systému (Buj-Bello, Buchman,
Horton, Rosenthal, & Davies, 1995; Matheson et al., 1997). Aplikace GDNF signifikantné
zvysuje rist motorickych i senzorickych axont a navic indukuje migraci Schwannovych bun¢k
do mista poranéni a tak ptispiva k remyelinizaci axont (Blesch & Tuszynski, 2003). Zaroven
aplikace GDNF muize vést k modulaci systému bolesti (Ogun-Muyiwa, Helliwell, Mcintyre, &

Winter, 1999; Sakai, Asada, Seno, & Suzuki, 2008; Skoff, Resta, Swamydas, & Adler, 2003).

a/b FGF (acidic / basic fibroblast growth factors) podporuji regeneraci michy podporou
prezivani neurontl, ale zaroven pusobi i na angiogenezi a mohou tak neptimo zvysit pfirozenou
regeneraci po MP (Kuo et al., 2011; Tsai, Shen, Kuo, Cheng, & Chak, 2008; W. Wang, Yang,

Liu, & Pei, 2014). Pouziti aFGF je jiZ testovano samostatné ¢i v kombinované terapii v ramci
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klinickych studii (Wu et al., 2011; Wu, Huang, Tsai, Chen, & Cheng, 2008). Zaroven aplikace

FGF muize zabranit degeneraci motorickych plotének po MP (J. Wang et al., 2013).

LIF (Leukemia inhibitory factor) snizuje nékolika mechanizmy, zahrnujicimi signalni
drahy JAK/STAT a Akt, apoptdzu oligodendrocytli po MP, ¢imz zabranuje sekundarni ving

demyelinizace po MP (Azari et al., 2006).

Obrazek 8. Neurotrofické ristové faktory a jejich receptory

BDNF
NGF NT-4/5 CNTF FaF

BDNF
NT-3 Hep|a'|;ne
t
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NTFRo )@ FGF
i gp130 L FRp »
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Signalni kaskada

Obrazek 8. Prehled receptoru rodiny nervovych riistovych faktori
(http://www.cs.stedwards.edu/chem/Chemistry/CHEM43/CHEM43/neurotrophins/REGCNTRL.HTM

L).

Molekuly zvySujici plasticitu systému

Avsak 1 pfi zachovani misni tkan€ zde zlstava otdzka velmi nizké plasticity systému pro
potencialni regeneraci a to predevSim kvili nadprodukci inhibi¢nich molekul asociovanych
smyelinem a prvkd extracelularni matrix produkovanych oligodendrocyty a astrocyty.
Experimentalni terapie proti inhibi¢nim faktorim oligodendrocytii (Nogo-A, MAG a OMGP),
cilici na jejich spoleény receptor NgR (P. Yu et al., 2008), ¢i jeho komponenty jako je Lingo-1
(Lv et al., 2010), je dulezitym krokem v 1é¢b€ miSniho poranéni. Druhym mechanizmem,
blokujicim regeneraci, je gliova jizva tvofena predev§im chondroitin sulfat proteoglykany. Jeji

rozpusténi dle autorti zvySuje plasticitu systému, a tudiz mlze vést k morfologickému i
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funkénimu zlepseni. Zatim nejvice pouzivanym enzymem je chondroitinaza ABC (Barritt et al.,

2006; Kwok, Afshari, Garcia-Alias, & Fawcett, 2008).

Kmenové buiiky v 1é¢bé miSniho poranéni

Kmenové bunky jsou definovany schopnosti ,,neomezené¢ho* d€leni (piesahujici
Hayflickovu mez déleni, cca 40-60 délicich cyklu), které dava vzniknout bud’ kopiim
kmenovych bun€k samotnych, nebo bunkam dcetinym, které se dale diferencuji a vytvaii slozky
organizmu (epitely, tkané atd.) (Obr. 9.). Tyto burnky se nachazeji po celou dobu ontogeneze
S postupné se snizujicim potencidlem sebe obnovy a schopnosti diferenciace smérem k
dospélejsimu organismu. Jako totipotentni oznacujeme kmenové buiiky schopné dat vzniknout
celému embryu. Tento typ kmenovych bun¢k mtize byt nalezen pouze v zygoté. Jako
pluripotentni se oznacuji kmenové bunky, jeZ jsou schopny dat vzniknout vS§em tfem
zarode¢nym liniim; bunikam ektodermu, mezodermu a endodermu. Jedna se o buiky
embryoblastu do stadia rané blastocysty. Déle se v ontogenetickém vyvoji nachazeji kmenové
bunky multipotentni, a to jak ve fetalni tkani, tak v dospélém jedinci. Tyto typy kmenovych
bunek pak davaji vzniknout n€kolika typiim progenitorti (unipotentnich kmenovych bunék), jez
vedou Kk tvorbé bunék somatickych. Kmenové buriky jsou v8ak nejen zdrojem bunék
somatickych, ale zaroven produkuji celou fadu rastovych a jinych (naptiklad
imunomodulacnich) faktort. Jejich aplikace v 1é¢bé poskozenych tkani, organt ¢i
degenerativnich onemocnéni ma tak dva zakladni efekty ,,rescue a ,,replace. Takzvany
»rescue® efekt je prakticky ptitomny vzdy a vyuziva produkce celé fady faktori, které
poskozenou tkan stimuluji k nastartovani nebo posileni endogennich procest regenerace.
»Replace efekt je zavisly na mife poskozeni, prezivani aplikovanych bunék, plasticité daného
systému a tedy na pravdépodobnosti funkéniho propojeni. Funkénim propojenim se pak rozumi
samotné zapojeni diferenciované bunky do systému vedouciho smérem k navraceni piivodni
funkce segmentu. Experimentalni regenerativni medicina nabizi kmenové buiiky z velkého

mnozstvi zdrojl a proto je velmi dilezité nejen jejich poznani ale i rozdily mezi zdroji, jez
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mohou nabidnout nové piistupy k 1é¢be poskozené michy a fady dalSich poskozeni a

degenerativnich onemocnéni.

Obrazek 9. Zakladni princip déleni kmenovych bunék
Kmenova burika

—

®
o

Sebeobnova

Dospéla
diferenciovana
bunka

Obrazek 9. Zakladni viastnosti kmenovych bunék jako je schopnost sebeobnovy a schopnost

tvorby dcerinych bunék.

Embryonalni kmenové buiiky

Embryondlni kmenové bunky (ESC) jsou pluripotentni kmenové buiiky izolované
Z vnitini bunééné masy blastocysty. Tyto butiky jsou schopny neomezeného déleni in vitro a
udrzuji si schopnost diferenciace do bunék vsech tfi zarode¢nych typt (Obr. 10.). Pluripotence
téchto bunck je potvrzena tvorbou teratomu, obsahujiciho buiiky vSech tfi zarode¢nych listi, po

aplikaci do imunodeficientniho potkana (Thomson et al., 1998). Vlastnosti ESC vedly
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k velkému zajmu o jejich vyuziti nejen v nahradé mrtvych bunék poskozenych organti a tkani.
Za pomaoci specifickych protokolt zahrnujicich celé spektrum morfogent a ristovych faktort je
mozno diferenciovat ESC do specifického bunétného typu pro ucely diagnostiky a vyzkumu
onemocnéni, ¢i vytvorit bunéénou terapii pro nahradu bunék v 1é¢be poskozené tkane.
Diferenciace ESC do dopaminergnich a serotonergnich neuront stfedniho a zadniho mozku (S.
H. Lee, Lumelsky, Studer, Auerbach, & McKay, 2000) ¢i do prekurzort telencefalickych
neurond (Watanabe et al., 2005) ukazuje na moznost funkéni nahrady specifickych ¢asti
poskozenych neuralnich okruhii. V experimentalni 1€cbé misniho poranéni u riiznych zvitecich
modell bylo a je Gspé$né pouzivano prekurzord neuront ¢i glii diferenciovanych z ESCs , které
vedou k funkénimu zlep$eni neurologického deficitu (Kerr et al., 2010; Salewski, Mitchell,
Shen, & Fehlings, 2015; Shimada et al., 2012). Nediferenciované ESC jsou pouzivany spise
vyjimeéné (Bottai et al., 2010), pravé z dtivodu jejich silného teratogenniho potencialu
(Thomson et al., 1998). Je vysoce dulezité, ze v pokuse zahrnujicim v 16€bé MP pouziti
glialnich prekurzori vzniklych ze sekundarnich neurosfér ESC, doslo k vétsimu funkénimu
zlepSeni zvitat nez v ptipadé pouziti Cisté neuralnich prekurzort z ESC primarnich neurosfér
(Kumagai et al., 2009). Tento piiklad vede k dulezitému poznani, ze k obnové funkce jsou
zapotiebi nejen nahrady poskozenych a ztracenych neuronti ale zarovei i nahrady gliovych
bungk, které mohou byt potfebné i na casteCnou obnovu funkce piezivajicich neurond a
zachovanych spojeni. Krom mnoha pozitiv se ov§em objevuji bariery pro jejich pouziti. Studie
ESC in vitro ukazuji na nestabilitu genomu a déliciho se aparatu v ramci dlouhodobé proliferace
bunék (Holubcova et al., 2011; Kruta et al., 2014), coz ¢aste¢né vymezuje ¢asovy horizont pro
jejich vyuziti. Zaroven se ukazuje, Ze uz samotna kultivace in vitro bez modula¢nich aditiv méni
jejich vlastnosti (Baker et al., 2007; Draper, Moore, Ruban, Gokhale, & Andrews, 2004). Tento
problém castecné tesi vyuziti vhodnych diferenciacnich protokolt snizujicich tumorogenicitu
implantatu pii zachovani potencialu ranych neuralnich prekurzort. (Kozubenko et al., 2010).
Krome biologickych aspektii zde vsak také hraje roli eticka stranka izolace lidskych ESC, ktera
vedla ke snaze o implantaci kmenovych bunék z pozdé€jsich ontogenetickych fazi (Denker,
2006).
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Obrazek 10 Embryonalni kmenové buiiky a jejich vyuZiti
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Obrazek 10. Piivod ESC z vnitini bunécné masy blastocysty a priklady mozné diferenciace

(Mirella, Andrea, & Yvan, 2011)

Indukované pluripotentni buiiky

Indukované pluripotentni bunky (iPS), které v roce 2006 daly vzniknout celému odvétvi
regenerativni mediciny, se zdaji byt odpoveédi na problémy bunécné terapie, zahrnujicich
imunokompatibilitu, obtizné ziskani zdroje buné€k ¢i problémy etického razu. Dospélé ¢i fetalni
buriky mohou byt s pomoci indukce genit OCT3/4, sox2, c-Myc a KIf4 reprogramovany do typu
bunék podobnym ESC, které vykazuji stejné morfologické a rustové vlastnosti (Obr. 11.). Po
podkozni implantaci iPS do imunodeficientnich mys$i dochazi stejné jako u ESC k tvorbé
teratomu se vSemi tfemi zarodecnymi vrstvami. Po injekci iPS do blastocysty se implantované
buriky podileji na jejim dal§im vyvoji a vznika chiméra (Takahashi & Yamanaka, 2006). Za

vice nez 10 let vyvoje vznikla cel4 fada iPS linii a jejich porovnani poukézalo na n¢kolik
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dilezitych faktori, které maji zdsadni vyznam pro jejich budouci klinické vyuziti, jako
napiiklad inter- a intra- linealni variabilita (Cahan & Daley, 2013; Sancho-Martinez, Ocampo,
& lzpisua Belmonte, 2014). Pouziti bunék piipravenych z iPS se diky bunééné paméti
vyrovnava s problematikou odpovédi imunintiho systému recipienta (dostava své vlastni buiiky)
a umoziuje vyzkum geneticky podminénych onemocnéni daného pacienta (Peitz,
Jungverdorben, & Brustle, 2013; Qiu, Farnsworth, Mishra, & Hornsby, 2013), farmakologické
vyzkumy na specifickych typech bunék (Sekino, Sato, Kanda, & Ishida, 2013) i experimentalni
de novo tvorbu organt ¢i epitelti nebo recelularizaci decelularizovanych konstrukti pro tkanové
inzenyrstvi (Sareen, Saghizadeh et al., 2014; Taylor, 2009). Zaroven se ukazuje, ze se iPS
¢astecné lisi od ESC i v parametrech dulezitych pro dlouhodobou kultivaci, jako je nizsi
frekvence mutaci a vznik disfunk¢éniho bunééného déleni (Holubcova et al., 2011; Kruta et al.,
2014). V 1é¢bé misniho poranéni se v zavislosti na zdroji iPS vysledky mohou lisit, ale neuralni
prekurzory diferenciované z iPS vykazuji funkeni zlepSeni, dlouhodobé ptezivani v misté
poranéni i migraci v ramci CNS. Zaroven velmi dobfte diferencuji a komunikuji s prostfedim
michy (Sareen, Gowing et al., 2014). Na nasem oddéleni prace s iPS v oblasti po§kozeni CNS
dosahuje vyznamnych vysledki v experimentalni 1é¢bé iktu (Polentes et al., 2012) ¢i misniho
poranéni (Romanyuk et al., 2014) na modelu potkana. V sou¢asné dob¢ pronikaji z iPS
diferencované buné¢né produkty do klinickych zkousek pfedev§im v oblasti degenerativnich
onemocnéni oka (Nature doi: 10.1038/nature.2014.15897). V ohnisku zajmu jsou nyni
modifikace metodiky ziskavani indukovanych pluripotentnich bun¢k bez nutné integrace
moznych tumorovych genti do DNA ¢i metoda pfimého reprogramovani bez nutnosti prechodu
ptes stav pluripotence (Caiazzo et al., 2015; Lau, Rylander Ottosson, Jakobsson, & Parmar,

2014; Velasco et al., 2014; J. Yu et al., 2009).
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Obrazek 11. Indukované pluripotentni buiiky a jejich vyuziti

T somatické buitky

zdrava kontrola
= OCT3/4, SOX2, KLF4, L-MYC,

—— LIN28, p53 DN
f Priprava iPS bunék
d \ ) (skupina; Prof. Yamanaka,
/ Kyoto University)

Neintegrujici, ¢isté,bez pouziti feedru a za
klinickych podminek pripravené iPS

3 buriky z HLA homozygotniho jedince.

iPS buriky

pacient s MP -+

d-,
-

z iPS bunék derivované NS/PCs

Priprava GMP z iPS bunék derivovanych NS/PCs

(skupina; Prof. Okano, Kelo University)
Neuralni diferenciace a expanze z iPS diferenciovanych NS/PCs za GMP podminek
Kontrola kvality za klinickych podminek pfipravenych z iPS diferenciovanych NS/PCs
Zmrazeni a uchovavani za klinickych podminek pfipravenych z iPS diferenciovanych NS/PCs

Obrazek 11. Zdroj, priprava a moznosti vyuziti iPS bunek v klinice. Priprava iPS bunék dle

protokolu skupiny Prof. Yamanaky (Okano & Yamanaka, 2014)

Fetalni kmenové buiiky

Urcitym kompromisem mezi vysokym potencialem proliferace a diferenciace, ale silnou
tumorogenni aktivitou embryondlnich buné€k a relativni bezpecnosti, ale vyrazné niz§im
potencialem dospé€lych kmenovych bungk, jsou bunky fetalniho piivodu. Fetalni kmenové
buniky jsou jiz ¢aste¢né diferenciované zadanym smérem, ale presto si zachovavaji silny
proliferacni a migratorni potencial a $irsi schopnost diferenciace. Ve vyvijejicim se organismu
se nachazi n€kolik zdrojii neuralnich ¢i neuroepitelidlnich kmenovych bunék. Neuralni kmenové
buiiky (NSC) jsou sebeobnovujici se multipotentni buiiky, které generuji hlavni fenotypy
nachdazejici se v nervovém systému a béhem ontogenetického vyvoje se podileji na jeho vzniku.
Hlavnim zdrojem budoucich neurond a glii jsou ependymalni buiiky, nachazejici podél kanalu
budouci michy, kde davaji vzniknout prednim a zadnim rohtim mis$nim, a v budoucich

komorach, kde tvoii podkorové a korové struktury mozku (Urban & Guillemot, 2014). Mala
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¢ast téchto zon zastava produkci neuront i v dospélém organismu (Okano & Sawamoto, 2008).
Druhym vét§im zdrojem neuralni diferenciace jsou pak kmenové buriky neuralni listy. Jejich
pusobeni je vSak vice disperzni, migratorni ¢ast neuralni liSty je smés zahrnujici jak populace
pluripotentnich bungk, tak specifické prekurzory, které se podileji na tvorb¢ specifickych
neuront v pfednim mozku, sensorického ¢i sympatického a parasympatického systému, ale i
jinych ektodermalnich ¢asti téla (Delfino-Machin, Chipperfield, Rodrigues, & Kelsh, 2007;

Sieber-Blum & Hu, 2008).

Implantované NSC, izolované z fetdlniho mozku, dlouhodobé ptezivaji, migruji a
integruji se v poskozené mise a mohou vést k funkénimu zlepseni po MP (Salazar, Uchida,
Hamers, Cummings, & Anderson, 2010). Vyuziti fetalnich NSC v regeneraci mi$niho poranéni
ma velké uplatnéni, avSak pro nedostatek primarni tkan¢ a komplikované izolace bunék je
zapotiebi stabilniho zdroje fetalnich kmenovych bun¢k. Ten miize vzniknout jednak diferenciaci
IPS/ESC (Saadai et al., 2013) ¢i vytvotenim kondiciované linie fetalnich kmenovych bunék

(Pollock et al., 2006).

Linie fetalnich NSC, které za specifickych kultiva¢nich podminek trvale proliferuji a pii
implantaci ¢i zméné podminek diferencuji do neuralnich prekurzorti, mohou velmi dobie slouZzit
jako stabilni zdroj pro 1é¢bu poskozené CNS (H. M. Kim et al., 2009; H. J. Lee et al., 2007;
Pollock et al., 2006). Lidské fetalni kortikalni NSC (CTXO0EO03) ptipravené technikou 4-

hydroxytamoxifenem inducibilniho genu Cmyc (technologie Cmyc= """

) jsou jiz v klinické
studii faze IT v 1é¢bé iktu v UK (http://clinicaltrials.gov/show/NCT02117635). Stejnou
technikou jsou pfipravené lidské fetalni NSC derivované z 8 tydenni michy a nejvhodnéjsi

z nich (SPC-01) byla testovana v nas$i laboratofi se slibnymi vysledky pii 1é¢bé
experimentalnich modelt mi§niho poranéni v samostatné (Amemori et al., 2013; Cocks et al.,
2013) ¢i kombinované implantaci s hydrogelovym materialem (Ruzicka et al., 2013). Pres

pozitivni vysledky aplikaci fetalnich NSC stale zlistava legislativné nejednodusi cestou aplikace

dospélych nemodifikovanych kmenovych bunék.
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Dospélé kmenové buiiky

V dnesni dobé se predpoklada, a vysledky tomu odpovidaji, Ze naprosta vétsSina tkani a
organti ma do jistého veéku k dispozici dospélé kmenové buiiky / prekurzory pro svou ¢aste¢nou
obnovu ¢i remodelaci. Ne vzdy se jedna jen o unipotentni prekurzory. Byla objevena cela fada
multipotentnich zdroji kmenovych bunék jako jsou neuralni prekurzory SVZ a GD (Okano &
Sawamoto, 2008; Ortega-Perez, Murray, & Lledo, 2007), rtizné typy kmenovych bunék
mesenchymalniho ptivodu (Gao et al., 2014; Kolar, Kingham, Novikova, Wiberg, & Novikov,
2014; Pittenger et al., 1999; Tantrawatpan et al., 2013), nebo kmenové butiky vlasovych
folikuld (Mokos & Mosler, 2014), ¢i kmenové bunky zubniho lizka (Xiao & Nasu, 2014).
Dospélé kmenové buriky jsou dnes stale Castéji jednim ze zdroji bunék pro tkanové inzenyrstvi

a velka fada klinickych studii tkanovych nadhrad zahrnuje jejich pouziti.

Neuralni kmenové buiiky

NSC jsou multipotentni kmenové buiiky schopné diferenciovat do neurontl, astrocytd a
oligodendrocyti. V- mozku reprezentuje nejaktivnéjsi oblast pfedev§im SVZ a GD, které jsou za
fyziologickych podminek zdrojem neuront a gliovych bunék pro ¢ichovy lalok a hipokampus
(Ortega-Perez et al., 2007). V ostatnich ¢astech CNS maji ependymalni buiiky nachazejici se
Vv oblasti komor a mi§niho kanalku predevs§im gliogenni potencial s pievladajici diferenciaci do
astrocytarniho fenotypu (Okano & Sawamoto, 2008; Sabelstrom, Stenudd, & Frisen, 2014).
Podil endogennich NSC na regeneraci poskozené CNS je za patofyziologickych stavi,
vyZadujicich nahradu mrtvych ¢i poskozenych neuronti a glii, nedostate¢ny. Cesty k vyuziti
dospélych NSC jsou pak zaméteny bud’ na jejich externi stimulaci po poSkozeni CNS riznymi
rustovymi a jinymi faktory (Y. Lee et al., 2014; C. Su et al., 2013), nebo na jejich izolaci,
kultivaci a naslednou implantaci do mista poskozeni (H. Su et al., 2012). V potkanich modelech
mis$niho poranéni NSC dobfe piezivaly (Emgard et al., 2009) a vyznamné se podilely na
remyelinizaci axonu a zlepSeni lokomocni funkce (Karimi-Abdolrezaee, Eftekharpour, Wang,
Morshead, & Fehlings, 2006; Wilcox, Satkunendrarajah, Zuccato, Nassiri, & Fehlings, 2014),

Pokud byly NSC modifikovany tak, aby nebyly schopné produkovat myelin, nedochazelo
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k takovému zlepseni jako v piipade ,,wild type* NPs (Hawryluk et al., 2014). NSC jsou tedy
jednim z vhodnych kandidatii pro bunécnou terapii zejména diky jejich schopnosti migrace do
mista poranéni, produkci celé fady podpirnych faktora (Hawryluk et al., 2012) a moznosti

funkéniho zapojeni do poskozeného systému michy (Sabelstrom et al., 2014).

Mesenchymalni kmenové buiiky

Mesenchymalni kmenové buitky (MSC) byly prvné izolovany z kostni dfené, ale posléze
byl jejich vyskyt objeven v fad¢ dalSich tkani, jako je tukova tkan, pupe¢nikova krev / tkan ¢i
periferni nebo menstruaéni krev a dalsi (Obr. 12.). MSC jsou multipotentni bunky, které jsou
schopné diferenciovat in vitro a in vivo zejména do tkani mesenchymalniho fenotypu
(Parekkadan & Milwid, 2010) (kost, chrupavka, §lacha, ¢i tuk). Za ur¢itych podminek byla
popsana diferenciace MSC i do neuronalniho fenotypu (Nandy, Mohanty, Singh, Behari, &
Airan, 2014; Parloff, 1986; Tantrawatpan et al., 2013), avSak diferenciace do pIné funk¢nich
neurond jsou piedmétem diskuze (Jendelova et al., 2004; Lu, Blesch, & Tuszynski, 2004).
Velkou vyhodou je jejich, relativné snadna izolace, kultivace a aplikace in vivo v celé fadé
tkanovych defektu ¢i degenerativnich onemocnéni véetné poskozené CNS (Bae, Jin, Lee,
Richardson, & Carter, 2013; Forostyak et al., 2014; Teixeira, Carvalho, Sousa, & Salgado,
2013; L. Urdzikova et al., 2006; Zanier et al., 2014). Jejich pusobeni v 1é¢bé misniho poranéni
ma predevsim ,,rescue” efekt a to na nékolika urovnich. Ve svém ,,sekretomu‘, souboru vsech
latek produkovanych do extracelularniho prostiedi, MSC produkuji celou fadu rustovych
faktorti (VEGF, NGF) z nichz je stéle fada teprve identifikovana. Zarovei pii implantaci
produkuji faktory ovliviiujici 10, jeZ mohou posouvat pomér M1 (spise prozanétlivy) a M2
(spiSe proregenerativni) typu makrofagi (Gao et al., 2014; L. M. Urdzikova et al., 2014; Zanier
et al., 2014). V poslednich letech se utvafi nazor, Ze jiz samotny ,,sekretom‘ kmenovych bunék
miuZze byt postacujici k vyvolani morfologickych i funkénich zlepSeni v regeneraci CNS
(Teixeira et al., 2013). MSC z kostni difené (Jendelova et al., 2004; Yoon et al., 2007), tukové
tkané (Arboleda et al., 2011; Kolar et al., 2014) ¢i pupeénikové krve (Cui, Li, Yang, & Wang,

2014; Ning et al., 2013; Yang et al., 2008) po implantaci do poskozené michy ovlivituji funk¢ni
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zlepSeni pomoci protektivnich ucinki zachovavajicich bilou hmotu v oblasti 1éze nebo

snizujicich miru apoptozy.

Obrazek 12. Zdroje kmenovych bunék mesenchymainiho fenotypu
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Obrdzek 12. Zdroje fetalnich a dospélych kmenovych bunék mesenchymalniho charakteru
(http://www.intechopen.com/books/stem-cells-in-clinic-and-research/stem-cell-therapy-for-

islet-regeneration#SEC7)
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Biomaterialy pro implantaci do miSniho poranéni

Vytvorené pseudocysty a centralni kavita v misni 1ézi obklopend gliovou jizvou je hlavni
prekazkou pro regeneraci axond, glii i kapilarniho systému. Absence specifického kontaktu
v kavitach a neptiznivé prostfedi plné inhibi¢nich molekul nedodava potiebny signal pro
ptezivani a proliferaci neuralnich buné¢k a riist axonéalniho konu. Jednou z metod 1écby
experimentalnich modeld mi$niho poranéni je implantace biomaterialt, které premost’uji
vzniklé kavity a diky svym vlastnostem, orientovanym portm, vlaknim ¢i jinak upravenému
povrchu, mohou ptemostit miSni tkan pies jinak nepermisivni prostiedi 1éze. Idealni material by

mél spliovat nize uvedené vlastnosti:
1. Biomaterial by mél byt imunologicky inertni a neindukovat reakei proti cizimu télesu.

2. Jeho fyzikalni vlastnosti by mély byt co nejblizsi vlastnostem extracelularniho prostfedi CNS

a umoznovat difuzi ristovych faktorti, bunéénych metabolith etc.

3. Biomaterial by m¢l misni tkani (axoniim, gliovym buikam, cévam, apod.) poskytovat

podpiirnou strukturu pro jeji regeneraci.

4. Biomaterial by mél byt natolik mékky, aby pfi jeho aplikaci nedochézelo k poranéni okolni
tkan€ otlacenim a zaroven by mél dobie adherovat k mi$ni tkani a zajistit tak idealni vyplnéni

vytvorené kavity.

Podle piivodu miizeme biomaterialy rozd¢lit na ptirodni (napt. kolagen, alginat, Zelatina,
¢i kyselina hyaluronova) nebo syntetické. Pfirodni biomaterialy, naptiklad alginat, maji
schopnost po implantaci podporovat vristani endogennich neuralnich bunék do mi$niho
poranéni (Kataoka et al., 2001). Po jejich implantaci se mohou vytvofit ve vyplnéné kavite
funk¢ni spoje. (Suzuki et al., 2002). OvSem jako nosi¢e pro implantaci s Kmenovymi buitkami
se bez dals$ich modifikaci neosveédcCily. Nespornou vyhodou je jejich biodegradabilita, navic jsou
rozpoznatelné integriny bunék endogenni tkané. Bez dalsich modifikaci je vSak degradace
materialu pfili$ rychla a nestihne se v ném vytvorit nova tkan. Jejich povrch je atraktivni pouze

pro vybrané typy bunek (Novikova et al., 2006). Mezi ptirodnimi materialy ma vyborné
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vlastnosti decelularizovana matrix, ktera obsahuje i celou fadu rustovych a jinych faktord a
muze byt pouZita jak v pivodni decelularizované, tak v lyofilizované formé (Londono &
Badylak, 2015). Syntetické materialy se oproti ptirodnim vyznacuji relativné snadnou
ptipravou, modifikovatelnosti chemickych a fyzikalnich parametri a moznosti vytvafeni 3D
konstruktu ¢i vicevrstevnych kopolymert (Kubinova et al., 2010; Y. L. Yu et al., 2010),
nanovlakennych nosic¢a (Tysseling-Mattiace et al., 2008) ¢i hydrogelt (Aizawa, Leipzig, Zahir,
& Shoichet, 2008; Estrada et al., 2014; Hejcl et al., 2009; Hejcl et al., 2010; Novikova et al.,
2006; Wei et al., 2010). Syntetické nebo kompozitni biomaterialy mohou dat vzniknout za
pomoci riznych variant sitovani jak degradabilnim tak nedegradabilnim implantatim. Jejich
nespornou vyhodou je, Ze mohou byt pfipravovany ve velkém mnozstvi, v predstihu a bez
nutnosti odbéru tkané pacienta (¢i jiného darce). V neposledni fadé diky témto vlastnostem
mohou byt soucasti kombinovanych terapii, kde diky spravnym modifikacim slouzi jako nosic¢
bunééné terapie ¢i farmakoterapie pii 1é¢bé poskozené tkané (Hoffman, 2002). Biodegradabilni
polymery pouzivané k experimentalni 1é¢bé misniho poranéni jsou naptiklad fibronektin,

poly - hydroxy kyseliny,polyetylenglykol (PEG) ¢i komer¢né vyrabény matrigel. Samotné
fibronektinové materialy nemaji tak velky vliv na regeneraci axonti, na druhou stranu se velmi
dobie kombinuji se Schwanovymi burikami, které maji pozitivni vliv na regeneraci miSni tkané
(Priestley et al., 2002). Fibrinové materialy ¢asto slouzi jako nosice ristovych a jinych
modulacnich faktorti, avsak jejich zasadni nevyhodou je velmi rychly poloc¢as rozpadu (1-2
tydny) (Novikova, Novikov, & Kellerth, 2003). Kyselina poly-glykolova ¢i polylaktat, at’ uz ve
formé nanovlakennych nosi¢t nebo hydrogeld, jsou velmi znamé pro svou biokompatibilitu.
Samotné, ¢i v kombinované terapii, vedly ke sniZeni kavitace a funkénimu zlepSeni po MP.

S modifikovanymi orientovanymi kanaly je tento material uréeny k vedeni specifickych drah
(Friedman et al., 2002). Implantace PEG materiald, at’ uz s modifikovanym povrchem ¢i pory,
vede k vristani misni tkané do implantatu a k funkénimu zlepSeni i u experimentalni 1é¢by
chronického modelu mi$niho poranéni (Estrada et al., 2014; Krsko et al., 2009; Lieb et al.,
2005; Pertici et al., 2014; Roman, Niedzielko, Haddon, Parpura, & Floyd, 2011). Pfi testovani
biomateriali, jakozto funkénich nosiéti pro bunéénou terapii po MP, Matrigel stimuloval
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proliferaci a zachovaval morfologii implantovanych bun¢k (DRG neurony, MSC, olfaktorialni
glie, ¢i Schwannovi buriky) (Novikova et al., 2006). Na druhé strané pak stoji materialy
nedegradabilni, ¢i komposity, které se skladaji z pevného obalu a biodegradabilniho ¢i
permanentniho jadra. Mezi nejpouzivanéjsi nedegradabilni biomaterialy patii Neurogel
(hydroxypropylmetakrylamid (HPMA)) (Hejcl et al., 2010; Lesny et al., 2002; Sykova,
Jendelova, Urdzikova, Lesny, & Hejcl, 2006; Woerly, Doan, Evans-Martin, Paramore, &
Peduzzi, 2001; Woerly, Doan, Sosa, de Vellis, & Espinosa-Jeffrey, 2004) a gely zalozené na
bazi hydroxyetylmetakrylatu (HEMA) (Colak et al., 2008; Guan, Hong, Ma, & Wagner, 2008;
Hejcl et al., 2009; Kubinova et al., 2010; Lesny et al., 2006; T. T. Yu & Shoichet, 2005).
Syntetické biomateridly mohou byt biodegradabilni, injekovatelné, ¢i polymerizovat za télesné
teploty. Tato vysoka flexibilita polymerti na bazi N-isopropylakrylamidu, akrylové kyseliny, N-
akryloxysukcinimidu, ¢i makromeru polylaktid-hydroxyetyl metakrylatu, otvira Siroké pole
pusobnosti pro aplikace v regenerativni medicing a v tkafiovém inzenyrstvi (Guan et al., 2008).

Specifickou formou biomateriald pro tkanove inzenyrstvi jsou hydrogely.

Hydrogely

Hydrogely jsou syntetické hydrofilni polymery, s vysokou porozitou (velikost port 10-
100 'm) a vysokym obsahem vody. Obsah vody u hydrogelii se mtize pohybovat od 10-20%
(vazana voda) do tisicinasobku jejich suché vahy (Hoffman, 2002; Lesny et al., 2002).
Molekuly vody v hydrogelu jsou jednak vazané fyzikalnimi interakcemi a jednak volné. Vazana
voda mtize byt primarn¢ vazana voda, jez interaguje s nejvice polarnimi hydrofilnimi skupinami
nebo sekundarn€ vazana voda, ktera se vdZe na exponované hydrofobni molekuly. Obsah
takzvané ,,volné“ vody je pak hnan osmotickymi silami a naopak omezovan kovalentnimi ¢i
fyzikalnimi vazbami a tim je balancovan objem hydrogelu. Hydrogely lze z hlediska vazby
rozdglit na fyzikalni (reversibilni) ¢i chemické (permanentni). Jako fyzikalni gely jsou
oznaCovany takové materidly, které jsou drzeny pohromadé molekulérnimi interakcemi, jako

jsou iontové interakce, vodikové mustky ¢i hydrofobni sily. Jejich zména stavu sol / gel je pak
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zavisla na zméné fyzikalnich faktor jako je teplota ¢i pH. Naproti tomu chemické hydrogely

jsou tvofeny kovalentnimi vazbami a sitovanim (Hoffman, 2002).

V biomedicin€ ma pouziti hydrogelovych materialii dlouhou historii. V roce 1960 pionyrska
prace prof. Wichterleho (Wichterle and Lim, 1960) na zesitovanych HEMA hydrogelech
pfinesla vyznamné poznatky a pro jejich hydrofilni a biokompatibilni vlastnosti jsou v ohnisku
zajmu mnohych védeckych pracovist dodnes (Bergethon, Trinkaus-Randall, & Franzblau, 1989;
Costantini, Luciani, Silvestri, Tescione, & Branda, 2008; Guvendiren & Burdick, 2010; Hejcl et
al., 2009; Hejcl et al., 2008). V 1é¢bé experimentalnich modeld misniho poranéni se hydrogely
pouzivaji jako matrice pro premosténi vzniklé kavity, které maji za ukol podpofit regeneraci
poskozenych axonli a umoznit nova neuralni spojeni mezi kranialnim a kaudalnim okrajem
poskozené michy. Hydrogely vyuzivaji vyhody syntetickych biomaterialii a diky pokrokiim

v chemii syntetickych polymert piedstavuji vyznamnou oblast vyzkumu tkanového inzenyrstvi

(Hoffman, 2002; Jia & Kiick, 2009; Khetan & Burdick, 2009).

Hydrogely na bazi hydroxyetylmetakrylatu (HEMA) a hydroxypropylmetakrylamidu
(HPMA)

Hydrogelové materialy na bazi HEMA a HPMA maji dlouhou historii od jiz prvnich
vngjsich pouziti az po implantace do modelu mi$niho poranéni. Bylo ukazano, Zze materialy na
bazi HEMA a HPMA maji fyzikalni (viskoelastické) vlastnosti velmi podobné rané postnatalni
nervové tkani CNS (Lesny et al., 2002). Navic tyto viskoelastické vlastnosti mohou byt dle
potteby dale upravovany naptiklad i pro potieby tkanové nahrady kosti a jinych tvrdych tkani
(Costantini et al., 2008). Aplikace pHEMA a PHPMA materialt podpofila endogenni
regeneraci mi$ni tkané jak v akutnich tak v subakutnich (Hejcl et al., 2008) a chronickych
(Woerly, Doan, Evans-Martin et al., 2001) poranénich. V piipadé implantace hydrogelu v
subakutni f4zi poranéni michy, material Iépe adheruje a pfirQsta, coz vede k mensi tvorbé
pseudocyst v okoli materialu (Hejcl et al., 2008). Samotné zvrasnéni pHEMA povrchu po

polymerizaci vyznamné zvysuje osidleni MSC in vitro (Guvendiren & Burdick, 2010). Jejich
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jednoducha piiprava a veliké mnoZzstvi moznych modifikaci porti a povrchu hydrogelu vyrazné

prispiva k jejich dlouhodobému a stéale trvajicimu vyuZziti.

Povrchové modifikace

Vlastnosti povrchu hydrogeli jsou dany podjednotkami materialu a podjednotkami
sitovaci molekuly a to jejich chemickymi vlastnostmi (polarita, sila pozitivnich/ negativnich
naboju etc.) a drsnosti povrchu, jez vytvari. Tyto zdkladni povrchové vlastnosti ovSem nemusi
byt dostate¢né pro zajisténi adheze, prezivani, proliferaci a diferenciaci endogennich ¢i
aplikovanych bunék v modelech misniho poranéni (Bergethon et al., 1989). Jednou ze
zakladnich vlastnosti povrchu je jeho naboj. Pti pouziti HEMA materialu jakoZto buné¢ného
nosice se ukazalo, ze uprava povrchu molekulami s pozitivnim ¢i negativnim nabojem vyrazné
ovlivnila pocet adherovanych MSC v celém materialu. V ptipad€ negativné nabitého ¢i
polyelektrolytického povrchu (pozitivni i negativni naboje) byly bunky rovnomérné
distribuované jak ve stfedu materialu, tak na jeho okrajich, kdezto pti pouZiti pozitivné nabitého
povrchu se vyrazné zvysil po¢et bunék pouze na okraji materidlu (Lesny et al., 2006). Zména
naboje povrchu hydrogelu mtize spolu s dal§imi tipravami zasadné ovlivnit diferenciaci
aplikovanych bunék (J. F. Liu et al., 2011). Pfi implantaci nabojem upravenych hydrogel do
misniho poranéni vykazovala pozitivné nabitda HEMA nejvyraznéjsi osidleni materialu
tkanovymi elementy. Pi detailnim pohledu na infiltraci axonti do implantovaného materialu,
vSechny nabité materialy infiltraci neuritd podporovaly, av§ak u pozitivné nabitého materialu
axony prorustaly ve vétsi mife i do stiedu implantatu (Hejcl et al., 2009). Kromé téchto
vSeobecnych modifikaci materialu se v pribéhu experimentti osvédcily modifikace dulezitymi
primarnimi sekvencemi aminokyselin (AK), slozek extracelularni matrix nervové tkane.
Nejcasté&ji pouzivané primarni sekvence AK jsou RGD (Arg-Gly-Asp) (Hejcl et al., 2010; Lieb
etal., 2005) ¢i (S)IKVAV (Ser-lle-Lys-Val-Ala-Val) (Kubinova et al., 2010; Tysseling-
Mattiace et al., 2008; Wei et al., 2007), které se vyskytuji v proteinech extracelularni matrix a
jsou rozeznavany molekulami integrint. Pouziti RGD sekvence u HPMA hydrogelu vyrazné

zvysilo adhezi a piezivani kmenovych bunék in vitro a in vivo a vedlo k funkénimu zlepSeni
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zvifat s miSnim poranénim (Hejcl et al., 2013; Hejcl et al., 2010; T. T. Yu & Shoichet, 2005).
V ptipad€ modifikace RGD sekvence na jeji cyklickou formu byla posilena adheze pro
endotelialni bunky (Zhu, Tang, Kottke-Marchant, & Marchant, 2009). Avsak modifikace
SIKVAYV sekvenci lamininu je vice atraktivni pro implantované bunky a endogenni tkan nejen
z hlediska adheze ale i z hlediska jejich morfologie (Jung et al., 2009; Kubinova et al., 2010; T.
T. Yu & Shoichet, 2005). SIKVAYV sekvence navic ukazuje vyraznou podporu pro rast neuralni
tkané (Wei et al., 2007) a diferenciaci neuralnich prekurzora (Kubinova et al., 2010).
Nanovlakna Ampiphilinu modifikované sekvenci SIKVAV navic potlacovala tvorbu gliové
jizvy, snizovala bunéénou smrt a zvySovala po¢ty oligodendrocytti v misté poranéni (Tysseling-
Mattiace et al., 2008). Povrchové modifikace mohou byt i velmi cilené ¢i provedené
nekovalentni vazbou, slouZici tak jako zdroj rastovych faktort ¢i enzymti, podporujici
pfirozenou regeneraci poSkozené mis$ni tkan¢ (Obr. 13). Kovalentni vazba ¢i postupné
uvoliiovani rastovych faktord miize vést k morfologickym zménam, urychlené diferenciaci
aplikovanych bungk, ¢i funkénimu zlep$eni po MP (Aizawa et al., 2008; Chang et al., 2013;
Willerth, Faxel, Gottlieb, & Sakiyama-Elbert, 2007). Naptiklad, v ptipadé pouziti enzymi jako
jsou chondroitinaza ABC (Hyatt, Wang, Kwok, Fawcett, & Martin, 2010; Kwok et al., 2008) ¢i
protilatek proti nogo-66 receptoru (Wei et al., 2010), které §tépi gliovou jizvu nebo blokuji
inhibiéni molekuly v prostiedi 1éze, tak dochazi k zvySeni plasticity prostiedi a diky
zapouzdreni v hydrogelu a teplotni stabilizaci enzymu vznika prodlouzeny efekt, ktery mtize
vést k jesté vyznamnéjsimu morfologickému a funkénimu zlepseni (H. Lee, McKeon, &

Bellamkonda, 2010).
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Obrazek 13. Modifikace povrchu hydrogeli
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Obrazek 13. Priklady modifikaci povrchu hydrogelit pro zvysSeni bioadhezivity materidlu (A,

unpublished part of (Kubinova et al., 2014)) (Kubinova et al., 2010; Kubinova, Horak, &

Sykova, 2009; Zhu et al., 2009) (B, D, C).

Porozita

Diftzni parametry hydrogelt, které ovliviiuji dostupnost Zivin pro endogenni ¢i

aplikované bunky a odvod metabolitd, vyznamné ovlivituji pory hydrogelu a jejich propojeni

(Somo et al., 2015). P6éry mohou byt tvofeny nékolika cestami (Obr. 14.). Ve snaze o tvorbu co

nejprirozenéjsi porézni struktury, ktera i¢eln€ propojuje a smétuje rust tkanovych elementu 1ézi,

jsou péry tvoteny bud’ heterofazovou separaci (HS), nebo mohou vznikat jako mensi pory

V ramci sit€¢ mezi podjednotkami (Hejcl et al., 2013; Kubinova et al., 2009), ¢i mohou byt

tvoreny naptiklad inkorporaci nanovlakennych struktur do materidlu, ze kterého jsou po procesu

polymerace Setrn¢ odstranény (Hammer, Han, Tong, & Yang, 2014). Primérna velikost pord,

distribuce velkych a malych poru a jejich interkonektivita jsou dilezitymi faktory kazdého

materialu a maji velky vliv pravé na difuzni parametry materialu (tortuozitu) (Hoffman, 2002).

Krom¢ velikosti port, jeZ rozhoduje o tom, jaké populace bunék budou vristat do materialu, je
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druhym parametrem jejich orientace. V 1&€bé miSniho poranéni mtize aplikace HEMA
hydrogelu modifikovaného SIKVAV sekvenci s orientovanymi pory vést k zvyseni efektivity
1é¢by (Kubinova et al., 2013). Nicméné k vyvinuti efektivni 1é¢by je zapotiebi kombinované
1é¢by, ve které hydrogelové materialy se specifickymi povrchovymi upravami a orientovanymi

pory mohou byt jednim z prvki této terapie.

Obrazek 14. Rozli¢nost struktury pora v hydrogelovych materialech

Obrazek 14. Porozita materidlil tvorend ruznymi technikami. Technika tvorby hydrogelovych
pori vyuzZivajici solidniho porogenu (SP) (A), ¢i HS (B) (Hejcl et al., 2013). Technika SP miize
byt pouzita K tvorbé jak neorientovanych (C), tak orientovanych poru (D) (Kubinova et al.,

2013).
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Kombinované terapie po MP

Vzhledem k slozitosti CNS a komplexité mi$niho poranéni vedou jednotlivé 1é¢by
predevsim k specifickym zménam a jen castecnému morfologickému ¢i funkénimu zlepSeni.
Z tohoto diivodu kombinace uspésnych 1éceb do jedné u€inné terapie mize piinést synergisticky
efekt, jez povede k vyraznému zlepSeni po MP (Iwasaki et al., 2014; Karimi-Abdolrezaee,
Eftekharpour, Wang, Schut, & Fehlings, 2010). U kombinovanych terapii vSak jesté vice
vyvstava otazka sprdvného nacasovani jednotlivych kroki a cesty podani. V mnoha ptipadech
se ukazuje, Ze vzdy neplati, ze vice sloZek terapie se rovna lepsi regeneraci (D. Y. Park et al.,
2013). Kombinované terapie se vétsinou snazi nékolika mechanizmy podpofit jeden z hlavnich
aspektl regenerace (zachovani tkan¢€, zvySeni plasticity systému, nahrada spojeni, neuronti a
glii) nebo zacilit na vice prvki poranéni branicich regeneraci (Alluin et al., 2014; lwasaki et al.,
2014; Karimi-Abdolrezaee et al., 2010). Napiiklad terapie zahrnujici akutné podanou protilatku
proti Nogo-a (Anti-Nogo-a) a subakutni aplikace Chondroitinazy (3 tydny po poranéni) ptinesla
synergicky efekt vedouci k mnohem vét§imu axonalnimu sproutingu, nez aplikace jednotlivych
1é¢eb, coz se projevilo vétsim funkénim zlepSenim bé&hem rehabilitace (Zhao et al., 2013).
Podobnym piipadem bylo usp&sné pouziti chondroitinazy ABC dohromady s neurotrofinem
NT-3 a NMDA-NR2d pro celkové zvyseni plasticity a zdroven sniZeni probihajici apoptdzy
(Garcia-Alias et al., 2011). Takovato kombinovana lé¢ba byla efektivni i v pfipadé, kdy
v kombinaci S NT-3 a NMDA-NR2D byla pouzita protilatka proti NOGO-A (Schnell et al.,
2011). Aplikace kmenovych buné€k do agresivniho prostiedi misni 1éze nenastavuje idealni
podminky pro jejich pisobeni a v piipadé dospélych kmenovych bunék, jako jsou MSC, muze
vést k rapidnimu sniZeni jejich poctu i jejich efektivity. Implantace kmenovych bunék spolu
S biomaterialy umoziuje tyto podminky upravit a navic i zapojit efekt 1é€by hydrogelem
samotnym, jenZ v dnesni dob¢ neni jen pasivnim nosi¢em, ale miize podporovat kmenové bunky
1 mis$ni tkan celou fadou faktort, urychlit proliferaci ¢i diferenciaci neuralnich prekurzort, ¢i
vytvofit aktivni leSeni pro propojeni konct poskozené michy (Hejcl et al., 2010; Iwasaki et al.,

2014; Mothe, Tam, Zahir, Tator, & Shoichet, 2013). Hledani idealnich kandidatt pro
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kombinovanou terapii mi$niho poranéni je vzhledem k neustale nartstajicimu mnozstvi
kmenovych bun¢k, materialt a ristovych a jinych faktori pomérné slozité a dlouhodobé. Navic
v dnesni dobé ptibyva nejen experimentalnich metodik 1é¢by, ale i klinickych studii
zahrnujicich neuralni prekurzory (Feldman et al., 2014; Luan et al., 2013) ¢i MSC (Dai et al.,
2013; Chernykh et al., 2007; Karamouzian, Nematollahi-Mahani, Nakhaee, & Eskandary, 2012;
Sykova, Homola et al., 2006; Yoon et al., 2007) v 1é¢bé celé fady neurodegenerativnich
onemocnéni ¢i poranéni CNS. Proto je velice diilezité porovnavat vice parametra 1€cby a jejich

klinickou relevanci na jednotnych modelech, jez se co nejvice blizi klinickym situacim.

Experimentalni modely miSniho poranéni

Pies dlouhodoby vyzkum problematiky mi$niho poranéni jednotlivé mechanizmy procest
nasledujicich po poskozeni michy nejsou odhaleny. Z tohoto diivodu je prozatim velmi
nesnadné a nepiesné zkoumat moznou 1é¢bu poskozené tkané CNS na in silico modelech. Na
druhou stranu in vitro modely bungk ¢&i fezi michy jsou pfili§ zjednodusujici, a ackoliv dodavaji
zasadni informace vyzkumu poranéné michy, in vivo modely pro nejcastéjsi typy poranéni jsou
dnes nejvetsim zdrojem informaci. K posouzeni vlivu experimentalni 1écby na procesy misniho
poranéni je dobry zvifeci model velmi dilezity. Nejéastéj§im modelovym zvifetem pro MP je
potkan, nasledovan mysi, s mnoha transgennimi modifikacemi. Existuje cela fada modelt
misniho poranéni. Jejich zdkladni rozdé€leni je na modely chirurgické a chemické. Chirurgické
modely mizeme rozdélit na ostré (hemisekce, transekce) a neostré (komprese, kontuze).
Specialnim pfikladem nechirurgickych modelti mize byt model fotochemické 1éze ¢i

excitotoxicky model.

Sekéni modely

Model transekce zahrnuje kompletni pietéti michy a v nékterych piipadech i vynéti casti
tkané (napf. o velikosti miSniho segmentu). Pii transekcei jsou pretnuty jak misni provazce, tak
Seda hmota miSni a v zavislosti na kraniokaudalnim umisténi dochazi bud ke kompletni
paraplegii ¢i kvadruplegii (pentaplegické modely se obvykle nevyuzivaji) se vSemi klinickymi
nasledky jako je ztrata lokomocnich a senzorickych dovednosti pod inervaci ptreruseného
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segmentu, poruchy moceni se vznikem neurogenniho moc¢ového méchyie atd. V klinickém
prostiedi se tato situace kompletniho pteruseni stdva jen malokdy, vétSinou zlstava Cast
funkénich axonil zachovana. Nespornou vyhodou tohoto modelu je moZznost sledovani poctu
regenerujicich vlaken a moznosti testovani biomaterialii, nabizejici jasné rozhrani mezi
implantovanymi biomateridly a tkani a sledovani jejiho postupného pronikéani do arteficidlniho
prostiedi. Dalsi vyhodou tohoto modelu je vyuziti behavioralnich testt, které jasné ukazuji vliv
1é€by na motorické dovednosti potkana (bez 1écby stale paraplegicky). Nevyhodou tohoto

modelu je v§ak ndrocna péce o zvitata predevsim behem prvnich nékolika tydnti po poranéni.

Model hemisekce michy se vyznacuje pretétim poloviny miSniho segmentu (lateralni
nebo dorzalni), po kterém vétSinou nasleduje vyjmuti ¢asti tkané (vétsSinou v délce jednoho
segmentu). Pti lateralni hemisekci je pretnuta polovina misnich drah a ipsilateralni cast Sedé
hmoty mi$ni. Tento zasah pak vede ke klinickym projeviim, jako jsou ztrata motoriky a
propriocepce V ipsilateralni koncetiné a porucha ¢iti (bolesti a tepla) na strané kontralateralni.
Klinicky relevantni této situaci je Brown-Séquarduv syndrom. V piipad¢ dorzalni hemisekce
lokomoc¢nich funkci. Vyhodou hemisekénich modelt je nizky dopad poranéni na modelové
zvite z hlediska lokomoce a mensi sekundarni komplikace nez v ptipadé transekce ¢i vyssich

nesek¢nich poranéni (Obr. 15).

Ostré modely se Casto pouZzivaji pro testovani biokompatibilty materialii ¢i sledovani
regenerace specifickych elementl mi$ni tkané veetné vaskularizace (Garcia-Alias et al., 2011;
Hejcl et al., 2009; Schnell et al., 2011). Novotvorba axont ¢i lateralni sprouting pak mize byt
pozorovan za pomoci technik retrogradniho ¢i anterogradniho barveni. Velkou nevyhodou
modelu jsou laminektomie a durotomie, ¢imz se snizuje klinicka relevance modeld. Zaroven
laminektomie slouZi jako chirurgickd dekomprese a snizuje pritbéh sekundarnich procest
poranéni. Laminektomie nejen u ostrych modeld, ale i u nékterych modelti kontuze a komprese,
sebou pfinasi i nasledné poskozeni okolni tkané a zvyseni pravdépodobnosti infekce (Chung et

al. 2013).
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Obrazek 15. Sekéni modely poranéni michy

Obrdzek 15. Rez zdravou misni tkani (4) a jednotlivé sekcni modely; Dorzalni hemisekce misni
(B), lateralni hemisekce misni (C) a transekce michy (D). BH - bila hmota, CK - centralni
kandlek, MN - misni nerv, PK - pfedni koreny, PR predni roh, SG sympaticky ganglion, SH Sedd

hmota, ZK zadni koreny, ZR zadni roh.

Neostré modely

Vétsina klinickych mi$nich poranéni je slozena z prvka kontuze i komprese. Primarni
poranéni vznika v diisledku prudkého kratkodobého impulsu (modely kontuze), které se dale
rozviji kompresi vzniklou poskozenim oblouku ¢i t€la obratle, jenz dale tla¢i na posSkozenou
michu (modely komprese). Pomér kompresnich a kontuznich prvki poranéni nasledné urcuji
prubéh sekundarnich procest v¢etné ischemicko reperfizniho poskozeni a odpovédi imunitniho

systému.
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Kontuze michy

Modely kontuze michy (pohmozdéni michy) jsou disledkem rychlého impaktu i o mensi
¢i stfedni sile, jenz ma kratké trvani (v ramei sekund). Zobrazuji klinické situace, ruptury ¢i
dislokace obratle pfi prudkém narazu. Nejstar§im modelem kontuze je ,,Weight drop model,
jenz byl zaveden jiz v roce 1911 (Allen 1911), ktery se posléze dockal celé fady modifikaci
(Obr. 16.). V soucasnosti je tento model velmi propracovany a v celé fadé piipadt mize byt
fizen pocitacove. Dnes se pouZivaji jeho tii varianty a to NYU (New York University) (M. J.
Walker et al., 2015) OSU (Ohio State University) (Mann et al., 2010) impaktor ¢i IH (Infinite
Horizon) (Streijger et al., 2013). VSechny tfi modely vyuzivaji kinetiky dopadu specifického
zavazi na odhalenou michu, ale li§i se proménnou funkei. U NYU impaktoru je proménnou,
ktera urCuje velikost poranéni, pocatecni vyska impaktoru pred indukci 1éze, kdezto u OSU
impaktoru je timto faktorem mira stlaceni michy. U IH metody je urcujici veli¢inou naméfena
sila impaktu. Diky elektronickému zaznamu vstupnich dat je mozno ptimou selekci dosahnout
nizké variability mezi jedinci. Nevyhodou ovSem stale zlistava absence prvku komprese a to

jednak modelem samotnym a jednak provedenou laminektomii.

Obrazek 16. Kontuzni modely poranéni michy

npa'saaSina ey

Obrazek 16. Vyobrazeni NYU (4), OSU (B) a IH (C) impaktoru, jakoZzto hlavnich technik

kontuzniho modelu misniho poranéni (Mahdi & Vafa, 2014).
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Kompresni modely

Dalsi podskupinou neostrych modeld poranéni michy je komprese michy (Obr. 17).
Tento typ modelt se jesté vice blizi klinické situaci u pacientli, nebot’ kromé primarniho
impaktu dochazi i k pretrvavajicimu (i kdyz ne permanentnimu) stlaceni michy. Diky tomuto
faktoru model umoziuje zaméfit terapii i na pridruzené sekundarni procesy poranéni. Navic
nekteré typy experimentalni komprese mich nevyzaduji ani ¢asteCnou laminektomii v misté
poranéni, ¢imz dochazi v modelu i k edému a dal$im patologickym krokdim po MP. Tyto
procesy jsou velmi zasadni v rozvoji léze. Kompresni modely mohou byt velmi jednoduché,
jako napfiklad komprese aneurismalni svorkou (Rivlin & Tator, 1978), nebo slozit&jsi, jako je
staticky kompresni model (W. L. Huang et al., 2007; Zhang et al., 2013) ¢i balonkovy
kompresni model (Oro, Gibbs, & Haghighi, 1999; L. M. Urdzikova et al., 2014; Vanicky,
Urdzikova, Saganova, Cizkova, & Galik, 2001). Vyhodou téchto modelt je tudiZ i nenaro¢nost
na vybaveni opera¢nich prostor laboratote. Vice specializované modely, jako je model staticky,
umoziuje mensi velikost laminektomie a vétsi unifikaci velikosti poranéni. V nékterych
podtypech statického modelu vSak dochazi az ke klinicky nerelevantné pomalému stlaceni
michy (Zhang et al., 2013). Modelem, ktery je nejblizsi klinické situaci, je balonkovy
kompresni model, ktery dobfe napodobuje realnou klinickou situaci v pripadech kompresni
fraktury obratlového téla ¢i vyhfezu ploténky. Zaroven ma tento model n€kolik vyhod, které
vedou k plnému rozvinuti mi$ni 1éze a relativné snadné kontrole velikosti a mista poranéni.
Zavedenim 2F Fogartyho katedru o 2 segmenty niZe, nez je oblast planované misni léze,
nedochazi k laminektomii v misté poranéni a tudiz zde dochazi k minimalnimu jizveni tkang,
coz je dulezitym faktorem pfi subakutnich terapiich jako naptiklad in situ implantaci
kmenovych bunék ¢i biomateridlu bez nutné resekce. Velikost 1éze se pak da ovlivnit dvéma
faktory a to jednak objemem kapaliny v balonku katedru a jednak délkou pisobeni. Diky
podobnosti s klinickou situaci se béhem subakutni faze modelu v centru 1éze rozviji nekréza,
krvaceni a edém tkan€, na coz navazuji procesy vytvafeni posttraumatickych pseudocyst
ohranicenych glialni jizvou. Postupné se rozviji chronicka faze se zvysujici se atrofii misni
tkané. Tento model je tudiz velmi vhodny nejen k subakutnim modeliim 1é¢by, ale mize zacilit i
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na akutni fazi poranéni naptiklad 1é¢bou modulujici imunitni odpovéd’ ¢i na fazi chronickou
S vyuzitim riznych biomateriali na vyplnéni vzniklych kavit (Estrada et al., 2014)
kombinovanych s bunéénou (Hejcl et al., 2010) terapii ¢i experimentalnich 1é¢eb zvysujicich

plasticitu nervové tkané (Alluin et al., 2014).

Obrazek 17. Kompresni modely poranéni michy

Obrazek 17. Nejcastéjsi techniky modelu kompresniho poranéni michy. Aneurismdlni svorka
(A), 2F Fogartyho katetr (B), rozpéra (C), lékaiské klesté (D). Sirka rozpéry (s) (Mahdi & Vafa,

2014)
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Hypotézy a cile prace

Souhrnnym cilem této prace bylo studovat nové moznosti kombinované terapie
experimentalnich modeld poranéni michy u potkana, pfedevsim pak zhodnotit jednotlivé mozné
slozky téchto terapii, jejich vliv na poskozenou misni tkan a moznosti vzajemného ovlivnéni

jednotlivych slozek terapie.
Cilem prace bylo ovéteni nasledujicich hypotéz

1) Intravendzni aplikaci FIT3 ligandu, G-CSF ¢i jejich kombinaci 1ze mobilizovat endogenni

MSC a tim dosahnout funkéniho zlepseni po MP

Cil: Potkantim s balonkovou kompresni 1ézi podat FIt3 ligand a G-CSF nebo jejich
kombinaci a pomoci behavioralnich testt,, morfometrickou analyzou poskozené michy a

imunohistochemickou analyzou ovétit efekt 16¢by.

2) Lidské kmenové buiky z riznych zdroju (kostni dien, fetalni tkan, indukované pluripotentni
buriky) po implantaci do MP vyuzivaji odlisné mechanizmy ke zlepseni lokomo¢ni funkce

potkanti po MP.

Cil: Potkantim s balonkovym modelem kompresniho poranéni michy transplantovat MSC
z kostni dien€, immortalizované buiiky fetalnich spinalnich progenitortt SPC-01 a neuralni
prekurzory derivované z indukovanych pluripotentnich bun€k a pomoci histologickych a
imunohistochemickych analyz, kvantitativni PCR a detekce hladiny prozanétlivych
cytokinli zhodnotit regeneraci misni tkané a vysledky korelovat se zlepSenim motorickych

funkeci.

3) Povrchova modifikace primarni sekvenci AK molekul extracelularni matrix (RGD) a riizné
typy poru v hydrogelu ovliviiuji pezivani aplikovanych kmenovych bunék a infiltraci
endogenni tkan€ do hydrogelového implantatu v 1écbé experimentalniho modelu poranéni

michy.
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Cil: Ctyfi typy gelti na bazi metakrylatu osadit mezenchymalnimi kmenovymi buitkami
exprimujicimi zeleny fluorescen¢ni protein (GFP+MSC). Pomoci imunocytochemické a
imunohistochemické analyzy porovnat pfezivani aplikovanych bunék in vitro a in vivo
v modelu hemisekce michy potkana a jejich schopnost podpofit vrustani jednotlivych

bun€k misni tkan€ (cévy a axony).

4) pHEMA hydrogel s povrchovou modifikaci molekulami serotoninu vede k zvySené
diferenciaci implantovanych spinalnich fetalnich prekurzorti a k synergistickému efektu lécby a

funkénimu zlepSeni v experimentalnim modelu hemisekce michy.

Cil: Osit pHEMA-5HT hydrogel SPC-01 buiikami a imunohistochemicky a obrazovou
analyzou zhodnotit vliv pHEMA-5HT hydrogelu na ptezivani, rist proliferaci a
diferenciaci SPC-01 neuralnich prekurzort in vitro a in vivo v modelu hemisekce michy.
Pomoci behaviordlnich testt zhodnotit lokomoc¢ni a senzorické funkce potkand po

implantaci pHEMA-5HT hydrogelu s SPC buiikami.
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Material a metodika prace

Pokusna zvirata

Veskeré experimenty, které zahrnovaly pouziti laboratornich zvitat, byly provadény
Vv souladu se smérnicemi Evropské rady z 22. Zati 2010 (2010/63/EU) a zaroven dle protokold

schvalenych komisi pro péci o laboratorni zvifata na Ustavu experimentalni mediciny AVCR.

Ke studiu vlivu kmenovych bun¢k a biomaterialti pti 1écbé experimentalnich modelt
miSniho poranéni, byli pouZiti potkani samci kmene Whistar ve véku 2 mésict a vaze 3004109
(Anlab). Potkani byli umisténi v parech v systému individualné ventilovanych kleci (IVC,
Tecniplast) pii teploté 22°C a 12 hodinovém sttidani svétla a tmy. Voda a jidlo bylo dostupné
ad libitum. V prub&hu experimentu byli potkani tydné vaZeni a veskeré medikamenty byly
nasledné prepocitany dle aktualni vahy zvifete. Doprovodné léky (antibiotika, imunosuprese,
1éky proti bolesti) byly aplikovany vSem potkanim bez ohledu na 1é¢ebnou ¢i kontrolni skupinu
z dtivodu zachovani stejnych podminek experimentu. Analgetika byla podavana jednorazove
vzdy po opera¢nim zdkroku. Antibiotika byla podavana prvnich 10 dni po experimentu.

Imunosuprese byla podavana po celou dobu experimentu.

Balonkova kompresni 1éze

Balonkova kompresni 1éze, ktera byla pouzita jako uzavieny model mi$niho poranéni,
napodobuje sekundarni procesy probihajici po kompresnich poranénich michy u pacientli a
zaroven je vysoce reprodukovatelna (L. Urdzikova et al., 2006). Pied zahajenim opera¢niho
zakroku byla zvifata uvedena do celkové anestesie (Isoflurane, 3%, 300ml/min), ktera byla
sledovana a regulovana béhem celého zakroku. Po absenci odpovédi na stfedné bolestivy
stimulus, byla vyholena oblast hrudnich obratlti a poté byl proveden fez stfedni carou podél
processi spinossi. Nasledné byla provedena separace paravertebralnich svali obratld Th9-Th13,
byly odstranény processi spinossi Th10-11 a provedena ¢aste¢na laminektomie Th10. Do
vzniklého epiduralniho prostoru byl zaveden 1cm experimentalniho katetru s centrem balonku

v oblasti Th8. Bylo provedeno méfeni télesné teploty (37°C) a frekvence a hloubky dechu. Po
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stabiliza¢nim intervalu (5 minut) byla indukovana 1éze naplnénim balonku 18ul fyziologického
roztoku (FR). Po dobu 5-ti minut tento tlak pfetrval, poté byl balonek velmi rychle vypustén a
vyjmut. Nasledné byl potkan zaSit po jednotlivych vrstvach a byly injikovany 1éky proti bolesti

a antibiotika.

Lateralni hemisekce michy

Lateralni hemisekce michy, ktera byla pouzita jako otevieny model poranéni, se podoba
klinickym projevim Brown-Sequardova syndromu ¢i poranénim vzniklym vniknutim ostrého
predmétu do misni tkdn€. Pred zahdjenim operacniho zakroku byla intraperitonealné
indukovana celkova anestesie (Pentobarbital,1g/100ml, 6ml/kg), intramuskularné podana
antibiotika (Gentamicin 0,05ml i.m., Lek Pharmaceutical) a atropin (0,2ml s.c. 1:5) ke sniZeni
salivace béhem operacniho zakroku. Béhem celé operace byl pouzivan operac¢ni mikroskop (15-
25X, Zeiss, Némecko). Po absenci odpovédi na stfedné bolestivy stimulus byla vyholena oblast
hrudnich obratli Th8-9 a poté byl proveden 1-2 cm dlouhy fez stiedni ¢arou podél processi
spinossi. Pomoci skalpelu byly Setrné odstranény paravertebralni svaly a posléze provedena
laminektomie na irovni Th8. Nasledna durotomie byla vedena ve stfedni ¢afe segmentu a 2mm
Siroky pas dury byl odd¢€len od stfedni ¢ary k pravému okraji michy. Nasledné byla vyjmuta

. v 3
polovina mi$niho segmentu (cca Imm”).

Intravenozni Aplikace FIt3 ligandu a G-CSF

Sedm dni po MP byl aplikovan FIt3 ligand (Amgen, Inc., 50 pg/kg, i.v.), G-CSF (Neupogen,
Amgen, Inc., 50 pg/kg, i.v.), ¢i jejich vzajemna kombinace (G-CSF 25 ug/kg + Flt3 ligand 25
ng/kg, i.v.)(v pripade nelécené kontroly FR(1 ml/kg, i.v.)).Aplikace probihala opakované vzdy

ve stejny ¢as po dobu 5-ti dntl.

Implantace kmenovych bunék

Sedm dni po MP byly implantovany kmenové butiky. Oblast implantace byla vyholena,
a poté byl proveden podélny fez kiizi nad processi spinossi. V ptipadé MSC byly bunky

aplikovany injekéné ve FR (5 x10°/ 501 1) intratekalné do oblasti L4-5. V ptipadé neuralnich
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prekurzori byly buiiky podany ve FR (5 x10% 5/ 1) pomoci mikro-injekéniho automatizovaného
systému (KOPF, Tujunga, CA, USA) piimo do mista poranéni. Po implantaci byly jednotlivé
vrstvy zasity a zvife oSetfeno. Imunosupresi tvofila kombinace Cyklosporinu (10mg/kg,

Sandimmun, Novartis) a sodium azathioprinu (2mg/kg).
Typy pouzitych bunék

Mesenchymalni kmenové buiiky potkana

Mesenchymalni kmenové buiiky potkana (rMSC) byly izolovany z kostni dfen¢ 4
tydennich potkani (Wistar, Anlab) a GFP pozitivni rMSC ze 4 tydennich potkant transgenni
linie kmene Sprague-Dowley (kod linie: TgN acro/act EGFP-40sb). Zvitata byla hluboce
anestetizovana Isofluoranem, dekapitovana, femury a tibie byly vyjmuty a dikladné ocistény od
mekkych tkani. V laminarnim boxu byly odstipnuty epifyzy kosti a kostni dfeii vymyta do
zkumavky s pouzitim injek¢ni stiikacky a jehly naplnéné Dullbeccem modifikovanym mediem
podle Eagla (DMEM) s 10% fetalnim bovinnim sérem (FBS) a antibiotikem Primocinem (2
pl/ml). Obsah zkumavky byl nasledné jemné resuspendovan a suspenze byla vysazena na
Petriho misku. Po 24 hodinach probéhla vyména media, ¢imz byly zaroven odstranény
neadherujici buniky. Medium bylo dale vyménovano 2x tydné€. Po dosazeni pfiblizn¢ 80%
konfluence byly adherované buriky pasazovany pomoci roztoku trypsinu a EDTA. Bunky byly
kultivovany v inkubatoru, v 5% atmosfére CO; pti 37 °C. V experimentech byly pouzity buinky
druhé a tfeti pasaze. Adipogenni, chondrogenni a osteogenni diferenciace byla provedena na
ovefeni multipotentniho potencialu bunék. Typicka morfologie bunék v kultute byla

monitorovana mikroskopicky.

Lidské mesenchymalni kmenové buiiky

Lidské mesenchymalni kmenové buitky (hMSC) byly pfipraveny za GMP (Good
manufacturing practice) podminek. Mononuklearni frakce byla separovana od kostni krve
gradientovou centrifugaci za pouziti 25% gelofusinu (B.Braun, Melsungen, Némecko). Bunky

byly nasledné vysety a expandovany v mediu obsahujicim aMEM bez ptitomnosti
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ribonukleotidil, deoxiribonukleotidi a UltraGlutaminu (Lonza, Basel, Svycarsko)
suplementovaném 5% alogennim desti¢kovym lyzatem (Bioinova, Praha, Ceska Republika) a
10 pg/ml gentamycinu (Lek Pharmaceuticals, Ljublanja, Slovenia). MSC z druhé pasaze byly
analyzovany za pomoci priatokové cytometrie (FACS) (FACS Aria flow cytometer, BD
Biosciences, San Diego, CA, USA) a pouzity pro implantaci. Bunky byly pozitivni na
nasledujici markery CD105, CD73 a CD90, a zaroven negativni na CD45, CD34, CD14 a
CD11b, CD79alpha a HLA-DR (Human Leukocyte Antigens locus DR) povrchové molekuly.
Adipogenni, chondrogenni a osteogenni diferenciace byla provedena na ovefeni multipotentniho

potencialu bunék. Typicka morfologie bunék v kultufe byla monitorovana mikroskopicky.

Lidské fetalni neuralni prekurzory z michy

Stabilni kondiciovana imortalizovana linie lidskych fetalnich neuralnich prekurzort
(SPC-01) byla derivovana z 8 tydenni lidské fetalni michy a imortalizovana v Laboratofi Jacka
Price v Kings College v Londyn¢ (Pollock et al., 2006) za pomoci retrovirem vloZzeného
konstruktu c-mycER™M. Produkt toho genu stimuluje proliferaci bungk v piitomnosti 4-
hydroxytamoxifenu, jenz aktivuje transkripci pres element hormonalni odpovédi c-mycER™M.
V nepfitomnosti tamoxifenu se tak proliferace bun¢k zastavi a buiiky mohou diferencovat do
neuront a astrocytd. SPC-01 buniky byly pro lepsi detekci ve tkani piijemce transdukovany
zelenym fluorescencnim proteinem GFP3. Buriky SPC-01 byly kultivovany v mediu, které
obsahovalo DMEM/F12, 3% lidsky sérovy albumin, lidsky apo-transferrin (100 pg/ml),
putrescin DiHCL (16,2pg/ml), lidsky rekombinantni insulin (5pg/ml), progesteron (60 ng/ml),
L-glutamin (2 mM), selenit sodny (40 ng/ml), HEGF (20 ng/ml), 4-hydroxytamoxifen (100 nM)
a lidsky b-FGF (10ng/ml). Po dosazeni piiblizné 70-90% konfluence byly buiiky pasazovany
S pouzitim 0,25% TrypZeanu a 0.25 mg/ml trypsinového inhibitoru ze sojovych bobt (Lonza,

Basel, Switzerland) a vyuzity v experimentech.

Lidské neuralni prekurzory derivované z indukovanych pluripotentnich bunék
Neuralni prekurzory derivované z lidskych indukovanych pluripotentnich bunék (NP-iPS)

byly pfipraveny v laboratofi Bridgitte Onteniente v Patizi (Polentes et al.2012). Lidska iPS linie
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byla ptipravena z fetalnich plicnich fibroblasti (IMR90) (ATCC, USA), transdukovana
lentivirem s kombinaci OCT4, SOX2, NANOG a LIN28 lidské cDNA (Polentes et al., 2012).
Rané neuralni prekurzory byly produkovany v nizko adhezivnim prostfedi v ptitomnosti
n¢kolika faktorti; Noggin (500 ng/ml) (R&D Systems, Minneapolis, MN), inhibitoru drahy
TGF-B SB 431542 (10 nM) (Sigma, St. Louis, MO), bFGF (10 pg/ml) a BDNF (20 pug/ml)
(Pepro Tech, London, UK). Bunky byly kultivovany v kultiva¢nich lahvich potazenych poly-L-
ornithinem (0,002% v destilované vod¢) a lamininem (10 pg/ml v DMEM:F12). Ristové
medium se sklddalo z DMEM:F12 a Neurobazalniho media (1:1), B27 supplementu (1:50), N2
supplementu (1:100) (GIBCO, Life Technologies, Grand Island, NY), L-glutaminu (2 mM)
(Sigma), penicillinu and streptomycinu (50 U/ml) (GIBCO), FGF (10 ng/ml), EGF (10 ng/ml)
and BDNF (20 ng/ml) (PeproTech, London, UK). Pfed implantaci byly NP-iPS

preddiferencovany 7 dni ve stejném mediu, avSak bez piitomnosti FGF a EGF.

Implantace hydrogelu

Do piedem ptipravené lateralni hemisekce byl vlozen hydrogel (nebo hydrogel
osety kmenovymi buiikami) o velikosti 1 mm?, podle velikosti hemisekce, aby implantat vyplnil
co nejlépe 1ézi a nedochazelo tak ke tvorbé kavit na ptechodu tkané a materialu a zarovei, aby
nebyla tkan vystavena mechanickému utlaku ze strany materialu a nedochazelo tak k tvorbé
cyst. Po implantaci materialu byla zasita dura mater a nasledn¢ jednotlivé dalsi vrstvy.
V ptipadé materialll osazenych kmenovymi buiikami byla pouzita imunosuprese pomoci
kombinace Cyklosporinu (10mg/kg, Sandimmun, Novartis) a Metyl prednisolon sodium

sukcinatu (1,7mg/kg, Solu-medrol, Pfizer).

Typy pouzitych hydrogelii

Hydrogely na bazi HPMA a HEMA byly modifikovany na svém povrchu kovalentné
vazanym serotoninem nebo peptidickou sekvenci RGD. Zaroven byly pouzity dvé rozdilné
techniky ptipravy pord hydrogelu. Jako prvni byla pouzita metoda heterofazni separace (HS),
kdy se mezi podjednotkami hydrogelu béhem procesu polymerace vytvaii prostor, jez dava

vznik porim materialu. Druhou pouzitou technikou tvorby port byla metoda polymerace
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Vv pritomnosti solidniho porogenu (SP), kdy mezi podjednotkami béhem polymerizace vznikaji
krystalky soli, které jsou pak nasledné vymyty a davaji vzniknout §ir$im portim s odlisnou
strukturou nez v ptipadé HS metody. HEMA-MOETACI (SP typ port) (Obr.18. A), HPMA-SP
(Obr. 18. B), HPMA-SP-RGD (Obr. 18. B) a HPMA-HS-RGD (Obr. 18 C) byly ptipraveny dle
protokolti podrobné posanych v publikaci (Hejcl et al., 2013). HEMA-5HT(SP typ p6rt) (Obr.
19.) hydrogel byl pfipraven dle protokolti podrobné popsanych v publikaci (Ruzicka et al.,

2013)

Obrazek 18. SP a HS typy péri

Obrazek 18. Priklad ultrastruktury HEMA a HPMA hydrogelu. Struktura pavouci sit¢ pHEMA
hydrogelu (4) ¢i HPMA materialu po vymyti SP (NaCl) (B). Pory tvorené mikroglobularnimi

doménami u HS metody pripravy HPMA gelu (C)

Obrizek 19. Uprava povrchu pHEMA materialu
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Obrazek 19. Molekuly serotoninu (5 hydroxy triptaminu, SHT) jsou navazany na HEMA

podjednotky hydrogelu.

Behavioralni testy

Open field, BBB

Schopnost lokomoce byla hodnocena za pouziti Basso Beattie a Bresnahanovy hodnotici
Skaly (0-21b) v oteviené aréné (Basso, Beattie, & Bresnahan, 1995) (Tab. 3.). Dva nezavisli
pozorovatelé hodnotili pohybové schopnosti potkanti po MP vzdy alespon po dobu 4 minut
jednou tydné po dobu celého experimentu. Potkani byli vloZeni do stiedu kruhové arény o
praméru 1m, nasledné byla pozorovana hybnost zadnich koncetin, umisténi tlapek, ¢i podpora

vahy a koordinace koncetin pfi chtizi.

Tabulka 3. Hodnotici $Skala BBB testu

Hodnota
Charakteristika
0 Zadny viditelny pohyb zadnich kondetin.
1 Nepatrny pohyb jednoho nebo dvou kloubti, obvykle ky¢le a/nebo kolene.
2 Vyrazny pohyb jednoho kloubu.
Vyrazny pohyb jednoho kloubu a nepatrny pohyb dal$iho kloubu.
3 Vyrazny pohyb dvou kloubti.
4 Nepatrny pohyb vsech ti kloubu.
5 Nepatrny pohyb dvou kloubt a soucasné vyrazny pohyb tietiho.
6 Vyrazny pohyb dvou kloubt a soucasné nepatrny pohyb tietiho.
7 Vyrazny pohyb vsech tii kloub.
8 Zametani bez vahové podpory.
Plantarni umisténi packy bez vahové podpory.
9 Plantarni umisténi packy s vahovou podporou pouze ve stoji.
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Obcasna, Casta nebo konzistentni chlize po dorsum pedis s vahovou podporou a absenci

plantarniho umisténi packy.

10

Obcasné plantarni umisténi packy s vahovou podporou a zadna ptedozadni koordinace.

11

Casté az konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a Zadna piedozadni

koordinace.

12

Casté az konzistentni plantdrni umisténi packy s vahovou podporou a obasna piedozadni

koordinace.

13

Casté az konzistenéni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a &asta piedozadni

koordinace.

14

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni pfedozadni
koordinace. Packa je rotovana zevné nebo zevnité pii zvednuti packy a pii prvnim

kontaktu.

15

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni pfedozadni
koordinace. Zadné nebo obcasné zvedani prstii. Packa je paralelnd k t&lu pii prvnim

kontaktu.

16

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni pfedozadni
koordinace. Casté zvedani prstil. Packa je paralelnd k t&lu pii prvnim kontaktu a rotovana

ve fazi zvednuti.

17

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni pfedozadni
koordinace. Casté zvedani prstil. Packa je paraleln& k tlu pfi prvnim kontaktu i ve fazi

zvednuti.

18

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni pfedozadni
koordinace. Konzistentni zvedani prsti. Packa je paralelné k télu pti prvnim kontaktu a

rotovana ve fazi zvednuti.

19

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni pfedozadni
koordinace. Konzistentni zvedani prstli. Packa je paralelné k télu pfi prvnim kontaktu i ve

fazi zvednuti. Ocas je pii zemi ¢ast nebo celou dobu.

20

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni ptedozadni
koordinace. Konzistentni zvedani prstii. Packa je paralelné k télu pii prvnim kontaktu i ve

fazi zvednuti. Nestabilita trupu. Konzistentni zvedani ocasu.

21

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a konzistentni pfedozadni

koordinace. Konzistentni zvedani prstl. Stabilita trupu. Konzistentni zvedani ocasu.

Tabulka 3. Hodnotici Skdla zakladniho BBB testu upraveno podle (Basso et al., 1995).
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Chiize po kladiné

Pokrocila lokomoc¢ni funkce zahrnujici koordinaci ptednich a zadnich koncetin a podporu
vahy byla testovana pti pfechazeni 3.,4cm §iroké a 140cm dlouhé kladin€. Test byl
zaznamenavan CCD kamerou a kladina byla softwarové rozdélena na 3 zdkladni segmenty;
startovaci pozice, polovina tyce a cilova zoéna (TSE-Systems Inc., Bad Homburg, Germany).
Casovy interval max. 60s byl vy¢lenén pro jedno méfeni. Po tréninkovych méfenich byla kazdy
den provedena dvé méfeni ve tfech po sobé nasledujicich dnech. Toto méfeni bylo provadéno
od tfetiho tydne po MP az do konce experimentu. Stupnice 0-5 modifikovana z prace Goldsteina
(Goldstein, 1997) byla pouzita k vyhodnoceni lokomo¢nich schopnosti. Hodnotici skala
zaCinala neschopnosti potkana udrzet se na vyvySené kladin€, ptes schopnost se postupné
dostavat na cilovou zonu, aZ po koordinaci pohybii piednich a zadnich koncetin s podporou

vahy. Pii dosazeni cilové zony byla métfena rychlost tohoto ukonu.

Rotarod test

Stabilita lokomoc¢ni funkce zahrnujici koordinaci zadnich konéetin, dlouhodobou podporu
vahy a vytrvalost svalové sily byla méfena za pomoci rotujiciho valce o priméru 7cm
s podélnymi vroubky pro 4 paralelni méfeni oddélené piepazkou (Ugo Basile, Comerio, Italy).
Pfi tréninkovych méfenich byl valec konstitutivné akcelerovan z 5rpm na 10rpm po dobu 5
minut po 5 po sobé nasledujicich dnti. Od tfetiho tydne po indukci léze az do konce studie
probihalo pétidenni testovani zvitat se ¢tyfmi pokusy jednou za 14 dni (3w, Sw,7w, 9w) pii
fixni rychlosti Srpm a maximalnim intervalu méfeni 60s. Latence padu byla automaticky

zaznamenavana.

Plantar test

Plantar test byl provadén za pomoci standartniho pfistroje Ugo Basile (Ugo Basile,
Comerio, Italy). Do akrylového boxu byl vloZen potkan a infraéervena lampa s pohybovym
sensorem byla umisténa pod testovanou zadni tlapku. Po spusténi termalniho stimulu pohybovy
sensor zaznamenal reakci potkana stejné jako latenci (sec.) odpovéedi na bolestivy stimulus.
Kazda zadni tlapka byla méfena 5 krat s dostate¢nymi pauzami mezi méfenimi. Zaznam Plantar
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testu byl provadén pred i po MP. Po indukci 1éze bylo provadéno méfeni jednou tydné az do
konce experimentu. Hyperalgesie (zvySena citlivost na bolestivy stimulus) byla definovana

jakozto signifikantni snizeni latence reakce.

Zpracovani tkané, histologie a imunohistochemie

Na konci experimentu byli potkani pfivedeni do hluboké anestezie (Isoflurane 5%
500ml/min, chloralhydrate 100mg/kg i.p.) a nasledné perfundovani 150ml fosfatového pufru
(PB) a 150ml 4% roztoku paraformaldehydu v 0.1M PB. Posléze byla vyjmuta patet C1-L3 a
fixovana ptes noc v 4% paraformaldehydu. Misni tk&n byla vyjmuta 12 hodin po perfiizi a
pievedena do roztoku PBS. Dva cm dlouhy segment s centrem 1éze uprostied byl poté nakrajen
na mikrotomu (HM550, Microm International, Walldorf, Germany) na longitudinalni (tloustka
fezu 20um) ¢i transversalni fezy (tloustka fezu Sum). Ty byly nabarveny na vybrané znaky,

zamontovany a piekryty krycim sklickem.

Pro ziskani snimki a hodnoceni histologickych a imunohistochemickych preparatii byl
pouzit spektralni konfokalni mikroskop (LSM 5 DUO, Zeiss, Germany) vybaveny Ar/HeNe
laserem ¢i ZEISS AXIO Observer D1 (Zeiss, Germany). Pro konfokalni mikroskopii byly
pouzity vinové délky 405 nm (DAPI), 560 nm (gamAF594), and 488 nm (Ar, gamAF488).
Konfokalni mikroskop byl pouzit pfedevsim pro stanoveni stupné diferenciace a prezivani
bunék aplikovanych do mi$niho poranéni a jejich interakce s okolni tkani. Mikroskop Observer
D1 byl pouzit pro zhodnoceni odpovédi tkané na specifickou 1écbu a méfeni miry osidleni

implantovanych materiald.

Bila a Seda hmota miSni

Vliv bunék na zachovani sedé a bilé hmoty po MP byl hodnocen pomoci barveni Cresyl
violet (0.25 g cresyl violet rozpusténé v 100 ml destilované vody s 1 ml 10% kyseliny octové) /
Luxol-fast blue (1 g Luxol-fast blue byl rozpustény ve 100 ml 96% etanol s 5 ml 10% kyseliny
octové). Z kazdé michy byla v 15 pfi¢nych fezech vzdalenych od sebe 1mm, s prostiednim

fezem v centru léze, hodnocena velikost zachované plochy $edé a bilé hmoty misni. Analyza
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obrazu probihala s vyuzitim softwaru Image J (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). Vysledné hodnoty v um? 1é¢enych skupin byly zobrazeny percentudlng

ve srovnani s primeérnou hodnotou nelécené kontroly dané oblasti. (primér FR= 100%).

Axonalni sprouting

Pocet nove rostoucich axonti po MP byl hodnocen za pouziti barveni proti proteinu
spojeného s rastem (GAP43, Millipore, Billerica, MA, USA), coz je znak rustového konu
axond. Hodnoceni bylo provedeno na 15 pfi¢nych fezech vzdalenych od sebe 1mm

s prostiednim fezem v centru 1éze. Pocet GAP43 pozitivnich vlaken byl poc¢itan manualné.

Axony a kapildrni recisté

Podil axoni nebo kapilar v poskozené tkani/ hydrogelu byl méfen za pouziti barveni proti
neurofilamentim 160 kD (NF160, Chemicon, Temecula, CA, USA) nebo proti protilatce 1
endotelialnich bunék (RECA 1, Abcam, Cambridge, UK). Z dorzoventralnich longitudinalnich
fezl (vzaty byl kazdy tieti fez) bylo méfeno pét oblasti (zvétSeni 200x) 2 na kranialni strané
1éze, 2 na kaudalni strané a 1 v centru léze (MP). Vysledek byl vyjadien v procentech.
V piipadé kvantifikace vristani funkéni tkdné do biomaterialu byl hydrogel analyzovan v

kranialni, kaudalni a stfedové oblasti materialu.

Gliova jizva

Vliv aplikované 1écby na tvorbu a modulaci gliové jizvy byl méfen na zaklade velikosti
plochy (um?) v okoli centralni 1éze, ktera byla pozitivni na glialni fibrilarni acidicky protein
(GFAP-CY3, Sigma,St. Louis, MO, USA) ( marker subpopulace astrocytll). Méfeni probihalo
podle dvou protokoll. Z dorzoventralnich longitudinalnich fezt (kazdy tieti fez) bylo méteno
pet oblasti, 2 na kranialni stran¢ 1éze, 2 na kaudalni stran¢ a 1 v centru léze (MP) ¢i lateralné
k implantovanému materialu (hemisekce). Z transverzalnich fezti byla pomoci programu Image
J zméfena plocha signalu pfimo navazujiciho na hlavni kavitu centralni 1éze. Hodnoceni bylo
provedeno na 15 pficnych fezech vzdalenych od sebe 1mm, s prosttednim fezem v centru 1éze.

Vysledky byly zobrazeny jako podil zajizvené tkané na plochu fezu (vzdy pii stejném zvétSeni)
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v procentech. Z transverzalnich fezti byl navic v kazdé skupiné spocitan primérny pocet

protoplasmickych astrocytii na fez.

Detekce a diferenciace bunék in vitro nebo in vivo

Aplikované kmenové bunky byly v in vivo modelech misni 1éze detekovany pomoci GFP
proteinu ( rMSC, SPC-01), Karboxy-fluorescein diacetat succinimidyl esteru (CFDA-SE)
(hMSCQ), ¢i pouzitim protilatek proti lidskym mitochondriim (MTCO?2, 1:125, Chemicon,
Temecula, CA) nebo jadernému proteinu (Human nuclei, HUNU1:42, Abcam, Cambridge, UK)
(SPC-01 a NP-iPS). Pro zjisténi miry diferenciace aplikovanych NP in vitro a in vivo byly
pouzity nasledujici protilatky; NF70 (Chemicon, Temecula, CA, USA), NCAM (Chemicon,
Temecula, CA, USA), Nestin (Millipore, UK), Synaptophysin (Chemicon, Temecula, CA,
USA), B3Tubulin (Sigma,St. Louis, MO, USA), GFAP(-CY3) (Sigma,St. Louis, MO, USA),
ChAT (Choline acetyl transferase, Abcam, Cambridge, UK), Tau (Dako Cytomation, Glostrup,
Denmark), NKX.6.1. (DSHB, lowa City, 1A, USA), OLIG2 (Abcam, Cambridge, UK), DCX
(doublecortin, Santa Cruz, Heidelberg, Germany Abcam, Cambridge, UK), MAP2
(Microtubule-associated protein 2,). Pro vizualizaci reaktivity primarnich protilatek byly
pouzity odpovidajici sekundarni protilatky; Goat anti mouse IgG- konjugovana s Alexa-Fluor
488 ¢i 594, ¢i piipadné Goat anti rabbit konjugovana s Alexa fluor 594 (Molecular Probes,

Eugene, OR, USA).

Cytokinova analyza-Luminex

Hladina prozanétlivych cytokini byla méfena pro zjisténi vlivu kmenovych bunék
na odpovéd’ IS 10,14 a 28 dni po MP. Izolovana ¢ast michy s centrem poranéni byla inkubovana
V buné¢ném mediu DMEM (Sigma) s ptidanym fetalnim hovézim sérem (10%) a primocinem
(0,2%). Pro stanoveni hladin sekretovanych cytokint bylo odebrano medium po 24h inkubaci a
nasledné byla provedena analyza s pouzitim sady na detekci zanétlivych cytokinti potkana (IL-
2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IFNy, TNFa, MIP-1a) Millipore, Billerica, MA, USA) a
odpovidajiciho softwaru (Magpix instrumentation). Dle protokolu byla pouzita 96 jamkova
desti¢ka s filtrem s protilatkami obalenymi kuli¢kami o koncentraci 5000/ marker. Pro méfeni
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hladiny cytokind na syst¢ému Luminex x MAP 200 byla pouzita Biotinem detekovana protilatka
se streptavidin-RPE (streptavidin-R-Phycoerythrin) komplexem. Tato reakce byla nasledné
analyzovana Magpix softwarem. Vysledna data zahrnujici stfedni intensitu fluorescence (MFI)
byla pouZita pro spoc¢itani koncentrace jednotlivych cytokinil ve vzorku. Péti stupiiova
standardni kiivka byla generovana pro kazdy cytokin ze sedmi standardi. Dolni limit
kvantifikace byl stanoven pouzitim MFI nejniz§iho standardu o hodnoté 3krat vyssi nez MFI
hodnota pozadi. Namétené vysledky jsou zobrazeny jakozto procentuédlni pomér k hodnotdm

zdravych kontrol (100%).

Statisticka analyza

Veskera data jsou graficky znadzornéna jako aritmeticky pramér+ stiedni chyba praméru.
Pro zjisténi miry signifikance rozdilti v primérnych hodnotach mezi 1é¢ebnymi skupinami byla
pouzita one way ANOVA, ¢i v piipadé pfidaného druhého faktoru (¢as) byla pouzita two way
ANOVA. Ve specialnich ptipadech opakovaného méfeni (behavioralni testy, tkdnova distribuce
efektu 1é¢by) byla pouzita two way repeated measurement ANOVA. Jakozto Post hoc pair-to-
pair srovnavaci test byl pouzit Student Newman-Keuls test (¢i jeho neparametricka verze).

Rozdily byly povazovany jako signifikantni v ptipad¢, ze p < 0.05.
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Vysledky

Aplikace FIt3 ligandu spolu s G-CSF vede k synergickému efektu v 1é¢bé miSniho poranéni
u potkana.

(Urdzikova, L., Likavcanova-Masinova, K., Vanecek, V., Ruzicka, J., Sedy, J., Sykova, E.,
and Jendelova, P. (2011) FIt3 ligand synergizes with granulocyte-colony-stimulating factor
in bone marrow mobilization to improve functional outcome after spinal cord injury in the

rat. Cytotherapy Oct;13(9):1090-1104.)

Aplikace molekul mobilizujicich endogenni kmenové buiky a vykazujicich
neuroprotektivni ¢i neurogenni efekt jsou jednim z velmi ¢astych typt experimentalni 1é¢by po
MP. Vyhodou téchto molekul je relativné snadné pouziti a definice jejich G¢inku a tudiz i leh¢i
pirenos téchto poznatkl do kliniky. Jejich pouziti je primarné cileno pro akutni a subakutni faze
poranéni k nastartovani procesu regenerace. Jednotlivé molekuly v§ak maji lokalni, specifické
ucinky. Vhodna kombinace molekul, jez by stimulovala poskozenou michu na urovni zachovani
tkané ale i jeji rekonstrukci, vedouci k vyraznému lokomoénimu zlep$eni, je pfedmétem zajmu
védecké komunity. Na zakladé preklinickych dat je aplikace faktoru stimulujiciho kolonie
granulocytt (G-CSF) ¢i faktoru stimulujiciho kolonie granulocyti a monocytta (GM-CSF) pti
1écbé MP v dnesni dobé ve fazi I/II nékolika klinickych studii. Flt3 je tyrosinkindzovy receptor,
jenz hraje dalezitou roli ve zrani a mobilizaci kmenovych bunék hematopoetické fady a
progenitorovych bungk. V této praci jsme porovnavali aplikaci G-CSF, FIt3 ligandu a jejich
mozny synergicky tcinek v 1é¢bé klinicky relevantniho modelu balonkové kompresni 1éze

potkana.

Intravenozni aplikace Flt3 ligandu, G-CSF ¢i jejich kombinace vede k zlepSeni lokomocnich
Sfunkci po MP

V piipadé jednotlivych aplikaci FIt3 ligandu ¢i G-CSF bylo funkéni zlepSeni
signifikantni od 6. tydne po poranéni. V piipadé kombinace obou terapii vSak vlivem vzajemné

synergie byla pozorovana statisticky signifikantni zména jiz od ¢tvrtého tydne. (Obr. 20).

73



Obrazek 20. Vliv kombinované 1é¢by na lokomoci po MP

Obrazek 20. Viiv lécby Flt3 ligandem, G-CSF ¢i jejich kombinact na lokomoci po MP; mereno

2118 Lokomocni skore po MP e pomoci BBB testu. Signifikance;
12 | —0— G-CSF aFIt3
~ * FR vs. GCSF+FIt3 p<0,05, #
10 1
o FR vs. Fit3 p<0,05, + FR vs.
S 8
@ GCSF p<0,05
m 61
4 . .
Kombinace FIt3 ligandu a G-
2 4
CSF vede k zvySenému
0 |

0 7 14 21 28 35 42 49 (den)

MP  stimulace

zachovani bilé a Sedé hmoty po
MP

Vsechna zvifata, at’ uz 1ééena FIt3, G-CSF, ¢i jejich kombinaci, dosahla statisticky
signifikantniho zachovani hmoty mis$ni ve srovnani s neléenou kontrolou (Obr. 21). Po
rozdéleni na bilou (Obr. 22 A) a Sedou (Obr. 22 B) hmotu a kranio-kaudalni segmentaci se tyto
zmény projevily pfedev§im Vv oblastech vzdalenych 4-5 mm od centra 1éze. Lokalni statistické
signifikance pak dosahovaly piedev§im kombinace obou faktort a to jak v bilé, tak Sedé hmoté.
V piipadé podani samotného FIt3 ligandu byla tato zména detekovana v bilé hmoté. V Sedé
hmote byl efekt lokalni 1é€by pozorovan pouze v kranidlni oblasti. V piipadé€ 1écby samotnym
G-CSF byl pozorovan pouze lokalni efekt v porovnani s nelécenou kontrolou v kranialni oblasti
bilé hmoty. FIt3 ligand piedevsim v kombinaci s G-CSF vykazoval silny trend v zachovani

hmoty mi$ni v celé métené oblasti jak bilé, tak Sedé hmoty (Obr. 22 A, B).
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Obrazek 21. Celkové zachovani hmoty mi$ni

Obrazek 21. Vliv
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Obrazek 22. Vliv kombinované 1é¢by na zachovani bilé a Sedé hmoty miSni
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Obrazek 22. Vliv lécby Flt3 ligandem, G-CSF ¢i jejich kombinaci na zachovani bilé (A)a sedé
(B) hmoty po MP. Signifikance; * FR vs. GCSF+FIt3 p<0,05, # FR vs. Flt3 p<0,05, + FR vs.

G-CSF p<0,05
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FIt3 ligand zesiluje vliv G-CSF na axondlni sprouting

U vSech skupin byl sledovan vliv 1é€by na axonalni sprouting. K detekci ristového konu
axonil na pii¢nych fezech michou byla pouZita protilatka proti GAP43. Priimérny pocet GAP43*
axond na fez byl signifikantné zvysen pti pouziti samotného G-CSF (14.84 £ 3.36) ¢i jeho
kombinace s Flt3 ligandem (33.56+0.89) a to jak v porovnani s nelééenou kontrolou (6.26+0.94)
tak s podanim samotného F1t3 ligandu (5.04+0.60). U zvitat 1é¢enych pouze FIt3 ligandem se
GAP43" axony nachazely pouze v okoli centrdlniho kanalku michy, zatimco v ptipadé G-CSF,

¢i jeho kombinace s Flt3, se GAP43" axony vyskytovaly v oblasti celé 1éze (Obr. 23. A).

Flt3 ligand vyrazné sniZuje velikost gliové jizvy po MP.

Vsechny typy 1écby mély pozitivni vliv na zmenSeni velikosti gliové jizvy v porovnani
s nelécenou kontrolou (15.88 + 0.16%). Nejvyraznéjsi efekt byl pozorovéan u aplikace FIt3
ligandu (5.74 = 0.31%). Aplikace G-CSF (10.05 + 0.25%) ¢i kombinace G-CSF a FIt3 ligandu

(11.06 + 0.58%) méla nizsi Géinnost nez samotny FIt3 ligand (Obr. 23. B).

Kombinace FIt3 ligandu a G-CSF zvySuje pocet CD11+ bunék v misté poranéni.

V porovnani s kontrolni skupinou (49,072 + 2556) aplikace samotného FIt3 ligandu pocet
CD11+ bun€k v miSni 1ézi vyrazn€ snizovala (19,458 + 2890) a aplikace samotného G-CSF
naopak mirné zvySovala (59,343 + 4939). OvSem jejich vzajemna kombinace méla za dtsledek

vyznamné zvySeni CD11+ bungk v oblasti misni 1éze (78,561 + 4943) (Obr. 23. C).
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Implantace lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék, neuralnich prekurzori z fetalni
michy (SPC-01), ¢i diferenciovanych z iPS (NP-iPS) vede k zlepSeni neurologickych funkci
po MP, ale vyuZiva riizné mechanizmy u¢inku.

(J. Ruzicka, L. Machova Urdzikova, J. Gillick, T. Amemori, N. Romanyuk, K. Karova, K.
Zaviskova, J. Dubisova, S. Kubinova, R. Murali, E. Sykova, M. Jhanwar-Uniyal and P.

Jendelova (Submitted) Neural Precursors derived from Spinal Progenitors or iPS cells are

superior to Mesenchymal Stem cells in achieving recovery from spinal cord injury in rat.)

Aplikace kmenovych bunék v experimentalnich modelech misniho poranéni se stava
jednim z ¢astych prvkli samostatné ¢i kombinované bunécné terapie. Na zaklad¢€ preklinickych
dat ze zvitecich modeld zahrnuji klinické studie faze I a II v 1é¢bé misniho poranéni aplikaci
lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék a neuralnich prekurzorti rizného ptivodu. VéEtsing
preklinickych studii v§ak chybi pfimé srovnani chovani jednotlivych typti kmenovych bunék
V jednotném modelu mi$niho poranéni. V této praci jsme porovnavali lidské MSC (pfipravené
za GMP podminek) a dva typy neuralnich prekurzorti pochazejicich jednak z linie lidskych
fetalnich spinalnich prekurzori (SPC-01), které byly ptipraveny za stejnych podminek jako
CTXOEO3 linie, ktera je v souc¢asné dobé¢ v klinické studii pro 1écbu iktu (PISCES), a jednak
lidské neuralni prekurzory derivované z indukovanych pluripotentnich bunék (NP-iPS) v 1é¢bé
klinicky relevantniho modelu balonkové kompresni 1éze potkana. Neuralni prekursory byly
podany ptimo do michy, zatimco hMSC byly aplikovany intratekalné€. Zpisob podani

odpovidd moznym klinickym aplikacim.

Osud bunék implantovanych po MP

Prezivani implantovanych bunék bylo ovéfeno 2 tydny po jejich aplikaci, kdy bylo
pozorovano robustni pfezivani obou typi NP, av§ak byl detekovan jen maly pocet aplikovanych
MSC (Obr.24. A, A1, A2). Dva mésice po aplikaci bun¢k oba typy NP (Obr. 24 B, C) velmi
dobte prezivaly v misté poranéni (17%+3% SPC-01 a 10%+3% NP-iPS) pritomnost MSC vsak
jiz nebyla prokéazana. Piestoze bunky velmi dobie piezivaly v misté poranéni, dva mésice po

implantaci byly stale velmi nezralé. SPC-01 buiiky byly pozitivni pfedevsim na GFAP ¢i na
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rané neuralni markery, jako jsou nestin, olig2 a Nkx6.1. Naproti tomu vétsina NP-iPS byla

pozitivni na MAP2 a DCX a jen mala ¢ast bunék vykazovala pozitivitu na GFAP (Obr. 25).

Obrazek 24. Ptezivani implantovanych bunék po MP

Obrazek 24. Prezivani bunek po subakutni implantaci (7 dni od léze) po MP. MSC byly nalezeny
pouze 14 dni po implantaci (4, Al, A2, A3). Oba typy neuralnich prekurzorii SPC-01 (B) a NP-
iPS (C) velmi dobre prezivaly minimalne po dobu 2 mésicii po implantaci. Lipofilni barveni
CFDA-SE (A) a protilatka proti lidskym mitochondriim MTCO?Z2 (B, C) byla pouZita

k detekovani implantatu in vivo. Meéritko 300um (A) and 500 um (B, C).
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Obrazek 25. Osud neuralnich prekurzori 2 mésice po implantaci

Lidska fetalni Lidské fetalni
misni tkan plicni fibroblasty

NP-SPC NP-iPS
Neuralni diferenciace implantovanych
bunék po transplantaci

IMTCO2/ MTCO2/

Obrazek 25. Schéma porovnavajici pouzité SPC-01 a NP-iPS buiiky, jejich piivod a in vivo
fenotyp aplikovanych bunék 2 mésice po jejich implantaci. SPC-01 buiiky byly 2 mésice po
implantaci pozitivni predevsim na GFAP a ddle pak na Nestin, NKX.6 and OLIG2. NP-iPS
bunky byly pozitivni na DCX, MAP2, Sll1-tubulin, a jen mala cast bunék vykazovala pozitivitu
na GFAP. Buiiky pozitivni na GFP ¢i barveni proti MTCO2 a HUNU byly pouzity k detekci
implantatu. Jadra byla dobarvena DAPI. Méritka 20 pm (NESTIN, NKX.6, DCX) a 50 gm

(GFAP, OLIG2, MAP2, AllI-Ttubulin).
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Implantace kmenovych bunék zlepSuje lokomocni funkce po MP

Pro detekci vlivu implantace MSC, SPC-01 a NP-iPS na lokomo¢ni funkci po MP byla
pouzita sada behavioralnich testti zahrnujicich klasicky BBB test, chtizi po klading a rotarod
test. V téchto testech se zvySuje naro¢nost na podporu vahy a koordinaci pohybt koncetin a

proto dobie ukazuji rozsah a typ zlepSeni lokomoce po poranéni michy.

Tyden po indukci poranéni vSechna zvifata vykazovala nulovy ¢i jen minimalni pohyb
zadnich koncetin. Od druhého tydne bylo pozorovano ¢asteéné spontanni navraceni lokomo¢ni
funkce (BBB, Obr. 26. A). Aplikace v§ech tii typt kmenovych bunék vedla u experimentalnich
zvitat k signifikantné vy$§imu lokomoc¢nimu skore ve srovnani s kontrolni skupinou, ktera
Vv pribéhu experimentu nedosahla pohybu vsech ¢asti zadnich koncetin a podpory vahy (BBB
skore devaty tyden po poranéni 5,43 +0,3). Jiz tyden po implantaci kmenovych bunék (2 tydny
po poranéni) byl pozorovan signifikantni vliv MSC a NP-iPS na zlepseni lokomoc¢nich
dovednosti. Potkani 1é¢eni SPC-01 buiikami se v BBB testu zlepsili az od 5 tydne po poranéni.
Zvirata s NP-iPS a MSC vykazovala signifikantn¢ vyssi skore nejen vuci kontrole ale i viici

SPC-01 skuping.

Ve vice narocném testu na podporu vahy a koordinaci pohybu koncetin (chtize po
klading) se je$té vice prohloubily rozdily mezi jednotlivymi skupinami. VétSina testovanych
zvirat zacinala pouze s malou ¢i Zadnou schopnosti udrzet se na ploché tyc¢i, bez pohybu
K cilové zong. Stejné jako v testech zakladni lokomoce, i v pokrocilém testu nejlepsich vysledki
dosahla skupina s NP-iPS, ktera vykazovala statisticky signifikantni vy$§i hodnoty nejen
lokalné, ale i celkove vyssi efekt 1¢é€by ve srovnani se vSemi ostatnimi skupinami. Skupina
potkanti 1é¢enych MSC se od sedmého tydne zlepsila vii¢i kontrolni skupin€ a v poslednich
meéfenich 1 vici skupiné SPC-01. SPC-01 1é¢ena skupina nevykazovala zadné zlepSeni vici

kontrole ¢i jiné 1é¢ené skupiné (Obr. 26. B, C).

V ptipadé jiz velmi narocného testu (Rotarod test), ktery vyzaduje velkou svalovou silu a

dlouhodobou podporu vahy po dobu az 60ti sekund, byly pozorovany limity 1é¢by. U Zadného
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z typu aplikovanych kmenovych bun€k v tomto experimentu nebyl v testu pozorovan statisticky
signifikantni efekt 1&¢by. Piesto ve skupiné potkanti 1écenych NP-iPS byl pozorovan stabilni

avsak statisticky nesignifikantni trend ve zvy$ené lokomo¢ni dovednosti (Obr. 26 D).

Obrazek 26. Lokomoc¢ni a senzorické zmény po MP
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Obrdazek 26. Viiv implantace bunék na zlepseni lokomocnich schopnosti a senzoriky po MP.
Rozdily ve vlivu bunék na lokomocni zlepseni byly detekovany za pomoci sady testii; open field
BBB(A) chiize po kladiné (B, C) a rotarod test (D). VIiv bunécné terapie na termdlni nocicepci
byl testovan za pomoci plantar testu (E). Signifikance vs. kontrola * p<0.05; Signifikance vs.

MSC # p<0.05; Signifikance vs. SPC-01 « p<0.05.
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Aplikace kmenovych bunék neprohlubuje hyperalgezii termocepce indukovanou MP
ZvySena senzitivita na termalni podnét byla méfena za pomoci plantar testu (Ugo Basile,

Italy). ZvySené senzitivita na termalni podnét (hyperalgezie) byla nalezena u vSech zvitat bez

ohledu na skupinu. Tato termalni forma hyperalgezie je velmi pravdépodobné spojena

S patologickymi procesy po MP a zaroven adaptaci subjektt na opakované dlouhodobé méteni.

Zadné dalii zvyseni hyperalgezie v disledku aplikace bungk nebylo zaznamenano v zadné

testované skupiné. Bylo pozorovano pouze nékolik mélo lokalnich zmén.

Zachovani miSni tkané je jednim z hlavnich efektit kmenovych bunék vedoucich k navrdaceni
lokomoce.

Mnozstvi zachované bilé (Obr. 27. A, C) a Sedé (Obr. 27. B, C) hmoty mi$ni bylo méfeno
na transversalnich fezech miSnich (barveni cresyl violet- luxol). Vysledna plocha u skupin
lécenych kmenovymi bunkami byla pfepocitana jako procentudlni pomér vii¢i nelécené kontrole
(FR = 100%). Vsechny 1écené skupiny vykazovaly zachovani bilé a Sedé hmoty vici kontrole.
Avsak pouze ve skupiné NP-iPS byl tento rozdil v zachovani Sedé i bilé hmoty statisticky
signifikantni, a to nejen vici kontrole, ale i vii¢i ostatnim implantovanym skupindm (Seda hmota
<0,001). Statisticky signifikantni lokalni zmény v bilé hmot& mis$ni nebyly pozorovany. Lokalni
signifikantni zmény v §edé hmoté byly zaznamenany predev§im u NP-iPS skupiny v centralni
¢asti miSni léze. U zvitat, kterym byly podany SPC-01 buriky, byla signifikantn€ zachovana
vici kontrolni skupiné Seda hmota v centru léze. V ptipadé aplikace MSC byl pozorovan pouze

nesignifikantni trend v zachovani §edé hmoty misni.
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Obrazek 27. Vliv implantace kmenovych bunék na zachovani bilé a $edé hmoty mi$ni.
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Obrazek 27. Viiv implantace kmenovych bunék na zachovani bilé/sedé hmoty po MP byl
pozorovan 2 mésice po indukci misni léze. Skupina ,,FR* je rovna 100%, jak je naznaceno
v grafu. Signifikance vs. FR * p<0.05; Signifikance vs. MSC # p<0.05; Signifikance vs. SPC-01

* p<0.05.

Implantace neurdlnich prekurzorit vpznamné zvySuje axonalni sprouting v poskozené mise
Pocet GAP43 pozitivnich vldken byl méfen na transversalnich fezech michy po MP (Obr.
28 B, C). Naméiené hodnoty byly porovnavany s nelé¢enou kontrolou (FR=100%). Byl
pozorovan signifikantni rozdil mezi skupinami lé¢enymi jednotlivymi typy kmenovych bunék.
Poskozené michy 1é¢ené NP (SPC-01 =231%, NP-iPS = 288%) vykazovaly vice GAP43 signalu

ve srovnani S kontrolnimi (100%) i MSC (85%) 1é¢enymi zvitaty (Obr. 28. A).
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Obrazek 28. Vliv implantace kmenovych bunék na axonalni sprouting po MP
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Obrazek 28. Vliv implantace kmenovych bunék na axondlni sprouting po MP. Signifikance vs.
FR * p<0.05; Signifikance vs. MSC # p<0.05;. Mé¥itka 500 zm (B) and 20 xm(C). Sipky

ukazuji GAP43 pozitivni strtuktury.

Aplikace kmenovych bunék moduluje a sniZuje tvorbu gliové jizvy po MP

Velikost gliové jizvy obklopujici centralni kavitu 1éze byla méfena na transverzalnich
tezech poskozené michy (barveni GFAP-CY?3). Ziskand data byla pievedena na hodnoty v
procentech v poméru k plose misniho fezu. Kromé velikosti gliové jizvy byl hodnocen pocet
protoplasmickych astrocytti daného fezu. Byl pozorovan signifikantni rozdil mezi 1é¢enymi
skupinami a kontrolou. VSechny typy kmenovych bunék celkové zmensily GFAP pozitivni
oblasti v poskozené mise (Obr. 29 A). Skupiny se ovSem lisily distribuci signalu. Zaroven
aplikace obou typti NP snizila GFAP signal ve srovnani se skupinou MSC implantovanych
potkand. Statisticky signifikantni lokalni zmény byly pozorovany ptedevsim v oblasti centra
1éze. Kontrolni skupina méla v oblasti 1éze signifikantn€ vétsi plochu GFAP signalu ve srovnani
se vSemi léCenymi skupinami. Skupina lécend MSC vykazovala ve stiedu poranéni vétsi plochu

GFAP signalu v porovnani se skupinou NP-iPS.

Mezi testovanymi skupinami byl naméfen statisticky vyznamny rozdil v poctu
protoplasmickych astrocyti na primérny fez (Obr. 29 B). Kontrolni skupina a potkani 1é¢eni
MSC ¢i SPC-01 bunkami vykazovali signifikantné vétsi pocet protoplasmickych astrocytl

v porovnani s NP-iPS skupinou. Statisticky vyznamné lokalni zmény byly pozorované
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predevsim v oblasti centra 1éze. Skupina MSC lé¢enych potkani vykazovala signifikantné vyssi
pocet protoplasmickych astrocytli v centru 1éze v porovnani s ostatnimi lécenymi skupinami a

nelécenou kontrolou.

Obrazek 29. Vliv 1é¢by kmenovymi buiikami na remodelaci gliové jizvy a morfologii

astrocyti
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Obrazek 29. Viiv implantace kmenovych bunék na tvorbu gliové jizvy V okoli centrdlni kavity (A,
Al) a ha mnozstvi protoplasmickych astrocytii (B, B1) Signifikance vs. FR * p<0.05;
Signifikance vs. MSC # p<0.05; Signifikance vs. SPC-01 * p<0.05; Signifikance vs. NP-iPS &

p<0.05. Hustrativni obrdzky metody hodnoceni (A1, Bl). Méritko 500 um (AL, B1)
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Kmenové buiiky moduluji a sniZuji prozdanétlivou odpovéd’ poSkozené michy v zavislosti na
svém puivodu

Ke stanoveni vlivu implantace MSC, SPC-01 a NP-iPS bun¢k na imunitni odpovéd’ po
MP byly naméteny hladiny prozanétlivych cytokini (MIP-1a., IL-4, IL-1f, IL-2, IL-6, IL12p70,
TNF-o. a RANTES) 10, 14 a 28 dni po MP (Obr. 30 A, B, C). Deset dni po poranéni byly
hladiny MIP-1a., IL-2 a TNF-a snizeny vii¢i nelé¢ené kontrole u vSech typt kmenovych bunék,
avSak NP-iPS byly nejucinnéjsi ve sniZzovani jejich koncentrace. Detekované hladiny MIP-1a,
IL-2 a TNF-a zlstavaly snizené do 14 dnti po poranéni. Dvacet osm dni po poranéni u obou NP
zustavaly hladiny téchto cytokint nadale snizené, avSak u MSC skupiny se jejich hladiny opét
zvysily. Tento efekt je pravdépodobné spojeny s niz§im piezivanim MSC v poskozené mise.
Hladiny RANTES byly po dobu experimentu snizeny u obou NP, avSak implantace MSC tyto
hladiny mirn¢ zvy$ovala oproti nelécené kontrole. Hladiny IL-4 10 dni po poranéni byly u
skupiny MSC a NP-iPS mirn¢ snizené. Naproti tomu skupina s aplikovanymi SPC-01 buiikami
byla 10 dni po poranéni na hlading srovnatelné s nelé¢enou kontrolou a 14 a 28 dni po poranéni
dokonce vyznamné vys$si. Hladiny IL-4 u skupiny s MSC a NP-iPS se do 28. dne také zvysily,
avsak pouze skupina s NP-iPS dosahla signifikantniho rozdilu v porovnani s nelé¢enou
kontrolou. Hladina IL-1p 10 dni po poranéni byla mirné snizena u vSech skupin 1é¢enych
kmenovymi buitkami. 14 dni po poranéni SPC-01 buiiky signifikantné zvySovaly hladinu IL-13
vici v8em ostatnim skupinam. 28 dni po poranéni rozdily v hlading IL-13 mezi skupinami
vymizely. 10 dni po poranéni byly hladiny IL-6 a IL12p70 signifikantné zvySené u obou NP jak
vici nelé¢ené kontrole, tak vici potkantim lécenym MSC, ktefi méli navic hladiny 1L-6 a
IL12p70 nesignifikantné snizené oproti nelécené kontrole. Tento trend se opakoval s mensimi

zménami jak 14, tak 28 dni po poranéni.
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Obrazek 30. Imunitni odpovéd’ mis$ni tkané na implantaci kmenovych bunék po MP
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Modifikace povrchu metakryliatovych hydrogeli peptidickymi sekvencemi a rizny tvar
poru ovliviiuji adhezi, rist a pireZivani kmenovych bunék v hydrogelovém implantatu in
vivo a in vitro.

(Hejcl, A., Ruzicka, J., Kapcalova, M., Turnovcova, K., Krumbholcova, E., Pradny, M.,
Michalek, J., Cihlar, J., Jendelova, P., and Sykova, E. (2013) Adjusting the chemical and
physical properties of hydrogels leads to improved stem cell survival and tissue ingrowth
in spinal cord injury reconstruction: a comparative study of four methacrylate hydrogels.

Stem Cells Dev Oct 15;22(20):2794-2805))

Biomaterialy pro tkanové inZzenyrstvi jsou rychle se vyvijejicim odvétvim regenerativni
mediciny. Vyuziti hydrogeld na bazi pHEMA ¢i pHPMA v 1é¢bé experimentéalnich modelil
miSniho poranéni piinasi dlouhodobé pozitivni vysledky v mikrostrukturdlnich zménach
vedoucich k reparaci nervové tkan¢ a zlepSeni lokomocni funkce. Modifikace povrchu materialu
a typ porozity urcuji do velké miry vhodnost biomaterialu pro aplikace in vitro a in vivo. V této
praci jsme zkoumali synergisticky efekt porozity a povrchovych modifikaci na prezivani a rist
MSC-GFP in vitro a in vivo v modelu hemisekce michy u potkana. MSC byly vysety na ¢tyfi
typy hydrogelid; pHPMA-RGD pfipraveny heterofdzovou separaci (pHPMA-HS-RGD) a tfi
typy hydrogeli pfipravenych metodou polymerace v pfitomnosti pevného porogenu, pHPMA.-
SP, pHPMA-SP-RGD a pHEMA-MOETACI . Jejich schopnost adheze a ptezivani byla
hodnocena 1, 7 a 14 dni po nasazeni. Osazené materialy byly zaroven implantovany do modelu
hemisekce michy. Mésic po implantaci bylo hodnoceno ptezivani aplikovanych bunék a mira

vrustani mis$ni tkané do hydrogelu (piedevsim axony a kapilary).

Kombinace tvorby porii a povrchové modifikace zvySuje pieZivani a adhezi MSC-GFP in vitro
V piipadé pHEMA-MOETACI hydrogelu prvni den po nasazeni MSC-GFP ptezivaly ve
vysokém poctu a v naprosté vétsing€ fezl na povrchu materialu, Casto tvofily shluky bun¢k a

vice jak 90% bunék vykazovalo vietenovity tvar, znaéici vysokou miru adheze k materialu.
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Sedm dni po nasazeni nebyl zaznamenan signifikantni pokles poctu buné€k, avsak bunky se
vyskytovaly jiz vice v centralni oblasti materialu. Ctrnact dni od nasazeni byl zaznamenan
statisticky vyznamny pokles v mnozstvi detekovanych bun¢k na materidlu a to jak vici 1 tak 7

dni po nasazeni. Bunky si zachovavaly vietenovity tvar.

Druhy typ hydrogelu pfipraveny pomoci pevného porogenu s povrchovou modifikaci
peptidickou sekvenci RGD pHPMA-SP-RGD vykazoval prvni den po nasazeni srovnatelné
mnozstvi MSC-GFP jako pHEMA-MOETACI, avsak vétSina (90%) bunék zaujimala spise
sféricky tvar. Sedmy a ¢trnacty den po nasazeni byl pozorovan postupny pokles poc¢tu MSC,
avsak tento trend nebyl statisticky signifikantni. Od 7. do 14. dne byla jiz vice jak polovina

pozorovanych bungk vietenovitého tvaru a tudiz adherovala na povrch materialu.

Materialy pHPMA SP i pHPMA-HS-RGD vykazovaly vyznamné niz$i pocet piezivsich
MSC ve srovnani s pHEMA-MOETACI a pHPMA-SP-RGD. Prvni den od nasazeni se
vyskytovala vétSina bunék na povrchu materialti, zatimco 7 a 14 dni po nasazeni byly MSC-
GFP vice difuzné rozmistény v perifernich i centralnich ¢astech materialii. Jen malé cast bunck
(10%) nasazenych na pHPMA-SP vykazovala vietenovity tvar. VSechny buiky na pHPMA-HS-

RGD hydrogelu byly ve formé kuli¢ek, které jsou dikazem velmi nizké adheze bunék (Obr. 31).
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Obrazek 31. Vliv modifikace hydrogelu na piezivani MSC in vitro
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Obrazek 31. Viv typu porit a povrchové modifikace na prezivani MSC do 14 dnit po nasazeni.

Vzorové obrdazky prezivani MSCv kombinaci s HEMA-MOETACI (A), HPMA-SP-RGD (B),
HPMA-SP (C), HPMA-HS-RGD (D) po 24h in vitro. Signifikance * vs. HPMA-HS RGD *
p<0.05 ** p<0.01., Signifikance vs HPMA-SP# p<0.05 7 p<0.01, Signifikance vs HPMA-SP-

RGD ” p<0.05. MéFitko 50um

Typ pori a povrchovd modifikace maji vliv na pieZivani bunék in vivo v modelu misniho

poranéni
Vsechny typy hydrogelt osetych MSC-GFP byly transplantovany do mis$ni hemisekce

potkana s piezitim 4 tydny. Pory pHEMA —MOETACI a pHPMA-HS-RGD byly husté prorostlé
pojivovou tkani, zatimco pory obou typti pHPMA-SP byly pojivovou tkani prorostlé jen
¢astené. MSC byly mésic po implantaci nalezeny v centralni i periferni ¢asti vSech
implantovanych hydrogeld, a v oblasti gliové jizvy. V oblasti materialu byly ¢asto okolo MSC
nalezeny vrustajici kapilary. Mnozstvi prezivsich MSC se mezi aplikovanymi gely vyznamné
lisilo. Nejvice prezivsich MSC-GFP bunék bylo nalezeno v pHEMA-MOETACI hydrogelu.
Signifikantné méné¢ MSC-GFP buné¢k bylo nalezeno v pHPMA-SP /SP-RGD hydrogelech.
Nejnizsi prezivani MSC-GFP bunék bylo pozorovano v. pHPMA-HS-RGD materialu. (Obr.

32).
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Obrazek 32. Vliv modifikace hydrogelu na prezivani MSC in vivo
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Obrazek 32. Viiv typu porii a povrchové modifikace na prezivani MSC mésic po implantaci do
modelu hemisekce michy. Signifikance vs. HPMA-HS RGD * p<0.05, Signifikance vs. HPMA-

SP# p<0.05, Signifikance vs. HPMA-SP-RGD " p<0.05

Hydrogely pripravené v piitomnosti pevného porogenu zvySuji vriistani axoni

Axony v oblasti 1éze infiltrovaly periferni ¢asti vSech 4 typd materialt.. V zadném
z materialu tato mira vrustani axond nepiesahla 10% plochy materialu. Nejvétsi procentualni
podil axonti v hydrogelovém implantatu byl nalezen u obou pHPMA-SP materialti; pHPMA-
SP(4.40+0.57%), pHPMA-SP-RGD (3.90+0.37%). V ptipad¢ pHEMA-MOETACI byla tato
hodnota signifikantné niz$i (pfedevsim v centralni ¢ast materialu) (3.50+0.49%). Nejnizsi podil

axonu byl nalezen u pHPMA-HS-RGD hydrogelu (2.38+0.49%) (Obr. 33, 35).
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Obrazek 33. VIiv tvaru péri na infiltraci materialu axony n vivo
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Obrazek 33. VNiv typu porit a povrchové modifikace na infiltraci perifernich (P) a centrdlnich
(C) oblasti materialu endogennimi axony mésic po implantaci do modelu hemisekce michy.
Signifikance vs. HPMA-HS RGD * p<0.05 ** p<0.01., Signifikance vs HEMA-MOETACI #

p<0.05 7 p<0.01.

Modifikace povrchu hydrogelu RGD sekvenci zvySuje mnoZstvi vriistajicich kapilar.

Infiltrace implantovaného hydrogelu cévnimi kapildrami je zasadni krok pro efektivni
preziti implantovanych a endogennich bunék uvnitt implantatu. Kapilary v oblasti 1éze
infiltrovaly periferni ¢asti vSech 4 typti hydrogelii. Nejvétsi zastoupeni kapilar v plose
implantovaného hydrogelu bylo nalezeno u HPMA-SP-RGD (9.04+0.43%) a dale pak
v HPMA-HS-RGD (6.04+0.56%). Tento nalez poukazuje na mozny vliv RGD modifikace na
vytvoieni kapilarni sité uvnitt biomaterialu. HPMA-SP (2.07%=+0.12%) a HEMA-MOETACI
(1.85+£0.46%) sice byly infiltrovany cévnimi kapilarami, avSak statisticky signifikantné méné.V
porovnani s V centralni ¢asti implantovanych materiala byla situace obdobna: HPMA-SP-RGD

(10.66+1.78%) a HPMA-HS-RGD (6.54+0.90%) podporovaly rust kapilar, kdezto materialy bez
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RGD maodifikace jako HPMA-SP (2.06+0.35%) a HEMA-MOETACI (1.33+0.29) vykazovaly
podporu spise slabou. Zaroven byl pozorovan mirny synergisticky efekt RGD modifikace

s porozitou typu SP. (Obr. 34,35).

Obrazek 34. Vliv modifikace hydrogelu RGD sekvenci na infiltraci materialu kapilarami

in vivo
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Obrdzek 34. Viiv typu porit a povrchové modifikace na infiltraci perifernich (P) a centrdlnich
(C) oblasti materidlu kapilarami mésic po implantaci do modelu hemisekce michy. Signifikance
vs. pHPMA-SP * p<0.05 ** p<0.01., Signifikance vs. pHEMA-MOETACI # p<0.05 7 p<0.01,

Signifikance vs. pHPMA-HS-RGD " p<0.01.
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Obrazek 35. Vristani axonu a kapilar do riznych typi hydrogeli mésic po implantaci do

hemisekce potkana.
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centralni oblast gelu  periferni oblast gelu

periferni oblast gelu
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Obrazek 35. Histologicke snimky periferni a centrdlni casti implantovanych hydrogelii ukazujici

miru infiltrace axonii a kapilar v zavislosti na typu pouzitych materialii. Mévitko 100um
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PHEMA hydrogel s navazanym serotoninem vede k zvySené diferenciaci spinalnich
fetalnich prekurzori, avSak ne k funkénimu zlepSeni v experimentalnim modelu
hemisekce michy.

(J. Ruzicka, N. Romanyuk, A. Hejcl, M. Vetrik, M. Hruby, G. Cocks, J. Cihlar, M.
Pradny, J. Price, E. Sykova and P. Jendelova (2013) Treating spinal cord injury in rats
with a combination of human fetal neural stem cells and hydrogels modified with

serotonin. Acta Neurobiol Exp (Wars);73(1):102-115).)

MP zahrnuje velmi komplexni kaskady sekundarnich procest, které blokuji ptirozeny
proces regenerace. Aplikace samotnych kmenovych bunék do oblasti poskozené michy, jejiz
cytotoxické prostiedi snizuje Sanci na prezivani, a diferenciaci aplikovanych bunék, nemusi
stacit na dostate¢n¢ dlouhou podporu regenerace. Hydrogely v mnoha ptipadech maji vhodné
vlastnosti na pfemosténi kavity a podporu piirozenych procesu regenerace. Specifické
modifikace podporujici adhezi, proliferaci a diferenciaci neuralnich prekurzorti a riist
endogennich tkanovych elementd (kapilary, axony) mohou mit synergicky efekt v kombinaci s
vhodnymi kmenovymi bunikami. V nasi studii jsme zkoumali vyuziti podminecné
imortalizované linie lidskych neuralnich prekurzora (SPC-01) derivovanych z fetalni miSni
tkan¢ s pHEMA hydrogelem s kovalentné navazanymi molekulami serotoninu (pHEMA-5HT)
v kombinované 1é¢bé MP. Porovnavali jsme efekt samotného pHEMA-5HT ¢&i v kombinaci
s SPC-01 na funk¢ni zlepSeni a morfologické zmény v modelu lateralni hemisekce michy u

potkana.

PHEMA-5HT hydrogel podporuje proliferaci a diferenciaci SPC-01 bunék in vitro

Pfed implantaci hydrogelu do mista poranéni jsme hodnotili schopnost SPC-01-GFP
bunék ruist, proliferovat a diferencovat in vitro v daném hydrogelu. Po 28 dnech kultivace, jak
SPC-01 tak SPC-01-GFP bunky poristaly prakticky skoro cely povrch pHEMA-5HT materialu.
Ptes ptitomnost 4OHT v kultivaénim mediu, oba typy neuralnich linii diferencovaly do
neuralniho fenotypu. Buiky byly pozitivni na neuralni znaky, jako jsou NF70 (Obr. 36. A,

detail B), NCAM (Obr. 36. C), nestin (Obr. 36. D), synaptophysin (Obr. 36. E) a BllI-tubulin

96



(Obr. 36. F). Tyto vysledky ukazuji, ze pHEMA-5HT material podporuje rist a diferenciaci
spinalnich progenitort in vitro v 3D prostiedi. Molekuly serotoninu mohou facilitovat neuralni
diferenciaci SPC-01 bungk i ptes pritomnost 4OHT v mediu, jenz je ko-aktivatorem
CmycER™M konstruktu a za standartnich kultiva¢énich podminek udrzuje buiiky SPC-01

Vv proliferujicim nezralém stavu.

SPC-01 buiiky diferencuji v pHEMA-SHT hydrogelu in vivo, ale vycestovdvaji 7 hydrogelu
smérem do michy

Meésic po implantaci polymeru osetého buitkami do mis$ni hemisekce SPC-01-GFP buiiky
velmi dobfe prezivaly v misté poranéni. Pfevazna vétsina z nich se vyskytovala v perifernich
oblastech pHEMA-5HT hydrogelu, avS§ak mala ¢ast SPC-01 bunék migrovala kranialné do
neposkozené misni tkané. Implantované butiky byly sice stale nestin pozitivni (Obr. 37. A),
zaroven vsak postupné dozravaly a byly pozitivni na BllI-tubulin (Obr. 37. B), GFAP (Obr. 37.
C), ChAT (Obr. 37. D) a Tau (Obr. 37. E). Cést z implantovanych bunék piipominala astrocyty

(Obr. 37. F).

Tt mésice po implantaci SPC-01 buriky stale dobie piezivaly v oblasti poskozeni (Obr.
38. A), avsak vétSina bun€k migrovala z implantovaného materialu do okolni misni tkané€,
Z nichz nekteré az do vzdalenosti 4 mm od mista poranéni (Obr. 38. B). Zbyla ¢ast SPC-01
bun¢k se vyskytovala predevsim v periferni ¢asti hydrogelového materialu na pfechodu
hydrogelu a michy (Obr. 38. C). V centru materialu se SPC-01 bunky vyskytovaly pouze

ojedinéle.
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Obrazek 36. Stav SPC-01 bunék v pHEMA-SHT hydrogelu pred implantaci

Bl tubulin/

Obrazek 36. SPC-01 buriky po mésici kultivace v pPHEMA-5HT materialu byly pozitivni na
markery neuralni diferenciace; NF70(A, detail B), NCAM (C), Nestin (D), Synaptophysin (E) a

Pl-tubulin (F). Méritka 40um (A, C-F), 20um (B)
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Obrazek 37. SPC-01 buiiky v pHEMA-5HT hydrogelu mésic po implantaci

Obrdzek 37. SPC-01 —~GFP buiiky mésic po implantaci v pHEMA-5HT materidlu do misni
hemisekce byly pozitivni na Nestin (A), SllI-tubulin (B), GFAP (C), ChAT (D), a Tau (E). Cdst
bunék morfologii pripominala astrocyty typ (F). Méritka 50um (C, E), 20um (A, B) 10um (D,

F).
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Obrazek 38. Prezivani a migrace bunék 3 mésice po implantaci

Obrazek 38. SPC-01-GFP buriky prezivaly 3 mésice po implantaci v pPHEMA-5HT hydrogelu a
V okolni misni tkani (4) Buniky migrovaly az do vzddalenosti 4 mm od mista poranéni (B).

V pHEMA-5HT hydrogelu se vyskytovaly spise na jeho rozhrani s misni tkani (C). Sipky ukazuji
migraci SPC-01- GFP bunék kranidlnim smérem od mista poranéni. Méritka 300 gm (A) 50 zm

(B) a 100 zm (C)

SPC-01 buiiky zpomaluji atrofii misni tkané, pHEMA-5SHT hydrogel zmenSuje gliovou jizvu
V misté poranéni

Pro zhodnoceni efektu 1é¢by na sniZeni atrofie mi$ni tkané byla spocitana plocha zbylé
tkan¢ na longitudindlnich fezech vzdy na obou koncich hydrogelu (25x zvétSeni, HE barveni).
Me¢sic po poranéni byl naméten signifikantni rozdil v celkovém zachovani misni tkané a to jak

mezi SPC-01-pHEMA-5HT skupinou a nelécenou kontrolou, tak mezi osetym a neosetym
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hydrogelem. Zadny statisticky signifikantni rozdil nebyl nalezen 3 mésice po poran&ni (Obr. 39.

A).

Meésic po poranéni bylo detekovano statisticky vyznamné mensi zastoupeni GFAP
pozitivni tkan€ u obou skupin s implantovanym hydrogelem vici nelécené kontrole. Mezi SPC-
01 osetym a neosetym hydrogelem nebyl detekovan signifikantni rozdil. Tti mésice po poranéni

nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil (Obr. 39. B).

SPC-01 buiiky zpomaluji proces retrakce vristajicich axonii

V gelech osetych SPC-01 buiikami byl zaznamenan mirny vliv implantovanych bun¢k na
vristani axont predevsim do perifernich ¢asti hydrogelu, tento efekt se projevil signifikantné 3
meésice po implantaci. Béhem doby studie vSak v téchto gelech doslo k vyrazngjsi retrakci
axond, nez ve skuping se samotnym hydrogelem, pravdépodobné z divodu migrace SPC-01

bunék vné implantovaného materialu (Obr. 39. C).

SPC-01 buriky napomahaji stabilizovat vristani kapilar do HEMA-5HT hydrogelu

P#i hodnoceni vlivu SPC-01 bunék na vrustani kapilar do pHEMA-5HT hydrogelu nebyl
pozorovan signifikantni rozdil oproti samotnému materialu, avsak v SPC-01 buiikami osetém
materialu doslo v case k signifikantnimu zvétSeni plochy kapilarniho fecisté v periferni oblasti

hydrogelu (Obr.39. D).
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Obrazek 39. Efekt kombinované terapie na zachovani mi$ni tkané a mikrostrukturalni

zmény po MP
A7 Zachovani misni tkané po MP
] *
o] I

Plocha (mm’)

B pHEMA-5HT +SPC-01
m pHEMA-5HT

B kontrola

3M

M

++ pHEMA-5HT 1M, p< 0,01
* kontrola 1M, p< 0,05
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™ 3M
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B EEEEEEE
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™

PHEMA-5HT +SPC-01 1M, p< 0,05
pHEMA-5HT 1M, p< 0,05
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Obrdzek 39. Kvantifikace viivu osetych a neosetych hydrogelii na atrofii (4), gliovou jizvu (B) a

infiltraci léze axony (C) a kapilarami (D). Mérveni probihalo 1 a 3 mésice po implantaci.

Periferni (P) a centrdlni (C) ¢dst materialu byla hodnocena zvldgst.
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Diskuze

Misni poranéni patii k jedné z nejcastéjSich pficin, jez dlouhodobé paralyzuji pacienty jak
po fyzické tak po dusevni strance. Vyzkum poslednich let ukazuje, ze tak slozity systém, jako je
CNS, zahrnujici celou fadu mechanizmii udrzujicich pomér plasticity a rigidity po poskozeni,
ma fadu zabran spontanni regenerace na n€kolika trovnich a tudiz i samotnd 1écba by méla
zahrnovat jednotlivé slozky, které by na tyto Grovné zacilily. Kombinované terapie vyuZzivajici
synergického efektu jednotlivych slozek by mély byt pfipraveny na miru pacientim a zaméteny
na cilenou regeneraci poSkozené misni tkan¢. Imuno-modula¢ni faktory, kmenové bunky a
biokompatibilni hydrogelové biomaterialy pro piemosténi 1éze mohou predstavovat jednotlivé
slozky takovéto terapie. Cilem této prace bylo pfedstavit moznosti kombinované terapie
zahrnujici vySe jmenované slozky, definovat jejich vliv na navraceni lokomocni funkce po MP a
najit rozdily v mechanizmech jejich psobeni v klinicky relevantnich modelech mi$niho

poranéni.

Stimulace endogenni regenerace aplikaci ristovych faktorii a biomolekul ma podporu
mnoha vyzkumnych tymi po celém svéte. Pozitivni role G-CSF v mobilizaci MSC a nasledném
morfologickém a funkénim zlepSeni v experimentalnich modelech miSniho poranéni bylo
zdokumentovano v nékolika ptedchozich pracich (Divani, Hussain, Magal, Heary, & Qureshi,
2007; W. F. Chen et al., 2008; Koda et al., 2007; Pan et al., 2008; L. Urdzikova et al., 2006). U
GM-CSF byly popsany inhibice apoptozy neuralnich bunék regulaci exprese proteint spojenych
s procesem apoptozy (X. Huang et al., 2007), a vliv jeho aplikace na snizeni tvorby glialni jizvy
(X. Huang et al., 2009). Zaroven byl GM-CSF pouzity v experimentalni 1é¢bé nejen u zvifat, ale
i u pacientt v klinickych studiich (X. Huang et al., 2009; H. C. Park et al., 2005; Yoon et al.,
2007). Aplikace Flt3 ligandu byla rovnéz pouzita v klinickych studiich pro mobilizaci ranych
hematopoetickych prekurzori a ke zvyseni poctu dendritickych bunék (Brasel et al., 1996), coz
v dusledku vedlo k zvysené produkci rustovych faktorti véetné NT3, ktery podporuje

neurogenezi (Mikami et al., 2004).
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Vliv samotnych faktorti ma ovSem omezenou dobu trvani a tudiz mtize zmirnit prab&h
fady sekundarnich procest, ale vétSinou jiz nestaci na nastartovani dlouhodobych reparativnich
mechanizmi vedoucich k vyraznému funkénimu zlep$eni. Jednim ze stabilnich zdroju faktord
podporujicich regeneraci jsou kmenové bunky. Vyuziti kmenovych bunék mesenchymalniho ¢i
neuralniho ptivodu ma v 1é¢bé experimentalnich modelt miSniho poranéni velkou perspektivu a
rizné typy jsou jiz v klinickych studiich faze 1 a 2. Osud implantovanych bunék v misnim
poranéni, jejich prezivani, proliferace a diferenciace jsou hlavnimi faktory G¢innosti terapie. Ty
se pak promitaji v odpoveédi tkané na trovni imunomodulace, exprese endogennich rastovych a
anti-apoptotickych molekul. V agresivnim prostiedi misni 1éze je mira pfezivani aplikovanych
bun¢k dilezitym aspektem jejich ucinnosti, ktery se da ovlivnit jak typem bunék, tak poctem
aplikovanych bun¢k. Aplikace biokompatibilnich hydrogelti mize byt feSenim pro cilené
uvolnovani riistovych faktorti, nebo mohou biomaterialy slouzit jako nosice pro zvysené
piezivani aplikovanych bunék ¢i pro manipulaci jejich diferenciace. Navic fada hydrogeli byva
vybavena povrchovymi modifikacemi a porézni strukturou vedouci k infiltraci specifickych

podtypti misni tkané.

Osud kmenovych bunék po implantaci- vliv prostiedi na preZivani bunék, proliferaci a
diferenciaci

Mira a délka pieziti implantovanych kmenovych bunék je zasadni faktor v dané 1écbé.
Pocty bunék pouzitych v nasich experimentech (5x 10°) se ve srovnani s ostatnimi pracemi
pohybuji v ptipadé NP okolo primérné hodnoty (Cheng et al., 2012; Kobayashi et al., 2012;
Sareen, Gowing et al., 2014), kdeZto v piipadé pouziti MSC se pohybuji spise na nizsi hranici
(Paterniti et al., 2014). Nami pouzity pocet se vice vyuziva v opakovanych aplikacich (Cizkova
etal., 2011). V pripad¢ intratékalniho podani hMSC 7 dni po indukci 1éze bylo pozorovano jen
kratkodobé piezivani téchto bunék, bunky byly nalezeny pouze do 14 dnt od jejich podani.
Navzdory jejich mozné absenci byly pozorovany statisticky vyznamné zmény v nékolika
sledovanych parametrech, coz je v souladu s dne$nim védeckym stanoviskem tykajicim se

parakrinniho efektu kmenovych buné¢k (Teixeira et al., 2013). Vliv kmenovych bunék je uzce
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spojeny i se zpisobem podani, ktery se miize projevit jak lokalnimi, tak systémovymi zm&nami.
To v disledku muze vést v nékterych piipadech i k rozdilim lokomoénich odpovédi na danou
1é¢bu (Cheng et al., 2012; Paul, Samdani, Betz, Fischer, & Neuhuber, 2009; P. A. Walker et al.,
2011). Na druhou stranu meta- analyzy znazornéné v Olivieryho publikaci (Oliveri, Bello, &
Biering-Sorensen, 2014) neukazuji v behavioralni odpovédi u MSC 1é¢enych potkant s MP
statisticky vyznamné rozdily mezi zvitaty implantovanymi intraparenchymaln¢, intravendzné ¢i
intratékalnég. JelikoZ neuralni diferenciace in vivo je v ptipadé MSC velmi nepravdépodobna a
navic prave intratékalni podani MSC se ukazuje jako mén¢ invazivni a byva casto pouZzito

v bézicich klinickych studiich (Callera & do Nascimento, 2006; Kishk et al., 2010; Saito et al.,
2012), rozhodli jsme se tento typ pouzit i pro nase srovnani. Intratékalni podani je navic vhodné
1 pro opakované implantace. Implantace MSC byva ¢asto spojena V kombinované terapii

s hydrogely s cilem zvysit pieziti aplikovanych bunék a rist endogenni tkdné do implantatu
(Hejcl et al., 2010; Lesny et al., 2006; Sarnowska et al., 2013). V nasi praci rMSC naseté

na HEMA-MOETACI ¢i HPMA-SP-RGD ptezivaly minimalné po dobu jednoho mésice uvniti i
V okoli materidlu. V tomto ¢asovém rozmezi jsme jiz pozorovali komunikaci aplikovanych
MSC s cévami uvniti hydrogelu i mimo n¢&j. Ve vétsiné pripadu se vSak aplikované MSC
nachdzeji spise na okrajovych castech hydrogelt, pravdépodobné z divodu pomalé

vaskularizace materialu.

V piipadé NP hraje délka prezivani roli nejen ve tvorbé stabilniho zdroje ,,sekretomu
transplantovanych bungk, ale i v moZznosti diferenciace bune¢k a jejich integrace do poskozené
misni tkdné. V pripade aplikace NP pfimo do mista poranéni jsme pozorovali dlouhodobé a
robustni pfezivani jak NP-iPS, tak SPC-01 minimalné po dobu 2 mésict. V nasich studiich byly
tyto buniky detekovany ve velké mife i 4 mésice po implantaci (Amemori et al., 2013), kdy az
v této dobé dochazelo k diferenciaci bunék do tkanove specifickych neuronti. Dva mésice po
implantaci byly oba typy NP spiSe raného neurdlniho fenotypu, ktery byl u NP-iPS nasmérovan
vice do neuronalniho fenotypu. Tento rozdil odpovida naleziim nasi skupiny v predeslych

pracich. Urychleni tohoto procesu mtize mit pozitivni vliv pfi zapojovani implantovanych bunék
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do okruhti pos§kozené michy. Implantace SPC-01 bunék v HEMA-5HT hydrogelu vedla

K pozitivnimu efektu a urychlené diferenciaci bunék, avsak tento efekt byl pouze pfechodny a
trval jen béhem prvniho mésice 1écby. Vymizeni tohoto efektu 3 mésice po implantaci je
spojeno s vycestovanim SPC-01 bun¢k z materialu, kde selektivni kovalentni modifikace -SHT
sice urychlovala diferenciaci NP, ale samotny material dostateéné neslouzil k pfemosténi 1éze a

nepodpotfil rist endogennich bunék.

Vliv 1é€by na zachovani bilé a Sedé hmoty miSni

Jako jednim z nejc¢astéji popisovanych a zadoucich cili 1é¢by je zmirnéni prabéhu
sekundarnich procesti mi§niho poranéni, které vedou ke ztraté neurond a glii a celkové atrofii
misni tkdn€. Mira zachovani misni tkan€ velmi dobie koreluje se zachovanim lokomocni
funkce. Tento efekt je Gasto pozorovan pravé u kmenovych bunék (Menezes et al., 2014; Ritfeld
et al., 2012; Wilcox et al., 2014) V nasem experimentu vedlo pouziti kombinace faktorti Flt3
ligandu a G-CSF k vyraznéjsimu zachovani bilé i $edé hmoty misni predevsim ve vzdalengjsich
oblastech od mista poranéni nez pti pouziti stejné davky jedné ¢i druhé latky samostatné.
Synergicky ucinek 1é¢by byl dokonce vyraznéjsi nez ve studii Luo et al (Luo, Zhang, Jiang,
Xue, & Ke, 2009) uzivajici samotné G-CSF v kombinaci s transplantaci MSC. U FIt3 ligandu
tento efekt nebyl pfedtim zaznamenan. Na druhou stranu G-CSF vykazuje dle nékolika praci
neuroprotektivni u¢inky v 1é¢bé poskozené CNS (Fathali, Lekic, Zhang, & Tang, 2010; Yata et
al., 2007). V nasi srovnavaci bunééné studii jsme nejvyraznéjsi a statisticky vyznamny vliv na
zachovani bilé a Sedé hmoty pozorovali u zvifat s aplikovanymi NP-iPS butikami. Podani
hMSC a SPC-01 bungk vedlo pouze k nesignifikantnimu trendu. U MSC je ¢asto popisovan
pozitivni vliv implantace na zachovani hmoty misni (Ritfeld et al., 2012), ktery byva vyrazny
predevsim u opakovanych implantaci (Cizkova et al., 2011). U aplikace NP je tento vyraznéjsi
efekt pravdépodobné spojen s jejich dlouhodobym prezivanim v misté 1éze (dva mésice po
aplikaci bunek bylo v misté 1éze nalezeno 17% implantovanych SPC-01 bunék a 10%
implantovanych NP-iPS). Vyrazngjsi efekt NP-iPS mize byt spojeny s jejich vétsi komunikaci

s okolnim prostiedim. NP-iPS zarovei vice ovlivnily produkei prozanétlivych molekul a
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rustovych faktorti endogenni tkan€. Transplantované NP produkuji celou fadu antiapoptotickych
molekul (Tuszynski, Wang, Graham, Gao et al., 2014; Tuszynski, Wang, Graham, McHale et
al., 2014), ale jelikoz se v piipadé NP-iPS nepodatilo odlisit v morfometrickych studiich
aplikované bunky od piijemce, je v zachované misni tkani zapocCitan i vlastni graft. V fadé
riznych experimentalnich modelt se ke zmirnéni atrofie ¢asto pouzivaji i kombinované terapie
s hydrogelem (G. Chen et al., 2010; B. G. Kim et al., 2010; Pritchard et al., 2010; Teng et al.,
2002). Aplikace hydrogelt ¢asto vede k zachovani, ¢i rekonstrukci misni tkané (Estrada et al.,
2014; Hejcl et al., 2013; Lesny et al., 2002; Novikova et al., 2006; Woerly, Doan, Evans-Martin
et al., 2001; Woerly et al., 2004) primarn¢ vytvoienim permisivniho prostfedi pfemost'ujiciho
kavitu 1éze (Aizawa et al., 2008; Hejcl et al., 2013; Kubinova et al., 2013; Kubinova et al.,
2010; Lesny et al., 2006; Wei et al., 2010; Wei et al., 2007; Zhu et al., 2009). Slozit&jsi systémy
na bazi iontoménict ¢i pump uvolityjicich bioaktivni molekuly mohou vyrazné ovliviiovat
zachovani a rekonstrukci tkan¢ a vést tak k funkénimu zlepseni po MP (Hyatt et al., 2010; H.
Lee et al., 2010; Y. B. Lee et al., 2010). Vhodna kombinace biomaterialu a kmenovych bunék
muze vést ke stejnému synergickému efektu (Hejcl et al., 2010; Kubinova et al., 2010; Mothe et
al., 2013; T. T. Yu & Shoichet, 2005). V 1é¢bé experimentalni hemisekce michy HEMA-5HT
hydrogelem osetym SPC-01 burikami nebyl sice pozorovan efekt samotného materialu, avSak
hydrogel kombinovany s SPC-01 buiikami statisticky vyznamné ovlivnil zachovani mi$ni
hmoty mésic po poranéni. Po 3 mésicich od poranéni tento efekt jiz nebyl pozorovan, coz mize
souviset s postupnou migraci bunék z centra hydrogelu na periferii i vné€ materialu a naslednym

rozptylenim bun€k v misni tkani.

Modulace gliové jizvy a axonalni sprouting

Gliova jizva je slozitym systémem, ktery se vytvari v ramci sekundarnich procest
poranéni. Zpocatku slouzi jako ochranna bariera pro neposkozenou tkan, avsak postupné stale
vice brani regeneraci a ristu axontl v 1ézi. Na utvareni gliové jizvy se mimo jiné podileji GFAP
pozitivni astrocyty (Barnabe-Heider et al., 2010). GFAP pozitivni signal v tésné blizkosti

centralni 1éze tedy mtize ukazat miru ovlivnéni tvorby gliové jizvy. Ve studii vyuzivajici
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kombinované terapie Flt3 ligandu a G-CSF v 1é¢bé misniho poranéni bylo dosazeno
signifikantniho zmenseni gliové jizvy jak u obou jednotlivych terapii, tak u jejich vzdjemné
kombinace. Nejvyraznéjsi efekt byl pozorovan u FIt3 ligandu samotného, kdezto u kombinace
byl tento efekt snizen vlivem G-CSF. Z podobnych latek inhibuje tvorbu gliové jizvy jesté¢ GM-
CSF (Fortun et al., 2009; X. Huang et al., 2009; Miltiadous, Stamatakis, & Stylianopoulou,
2010). F1t3 ligand mize snizovat tvorbu gliové jizvy redukci poctu CD11b+ bun€k v misté 1éze,
protoZe aktivace mikroglii indukovana traumatem ptedchazi astroglioze (Tian et al., 2007).
Jednim z efektorti v rekonstrukci GFAP pozitivni tkdn€ mohou byt i hydrogely. Astrocyty
obecné velmi malo vristaji do hydrogelt aplikovanych v MP a v nékterych ptipadech dochazi i
Kk ptimé supresi okolni gliové jizvy (Tysseling-Mattiace et al., 2008). Jednim z takovych
biomateriald je Neurogel neboli gel na bazi HPMA (Woerly, Doan, Evans-Martin et al., 2001;
Woerly et al., 2004). V nasi praci pouzity pHEMA-5HT hydrogel, at’ uz samotny ¢i dohromady
s SPC-01 bunkami, signifikantné snizoval tvorbu gliové jizvy mésic po implantaci. Tento rozdil
vSak béhem nasledujicich 2 mésicti vymizel. Je tedy pravdépodobné, ze hydrogel gliovou jizvu
neredukoval, ale spiSe zpomaloval proces tvorby. Jistou nevyhodou kombinace hydrogelu

s SPC-01 bunkami mize byt pievazujici diferenciace do GFAP fenotypu. V ptipad¢ aplikace
SPC-01 bun¢k do balonkové 1éze, kdy velmi zietelny implantat bun€k nebyl zapocitavan do
hodnoceni gliové jizvy, byl jejich G¢inek spise redukujici. Nejmensi astroglidza byla
pozorovana u NP-iPS buné¢k. Tento efekt mize byt spojeny s jejich vyraznou proneuronalni
diferenciaci oproti NP z SPC-01 linie. Lidské MSC spiSe ovlivnily tloustku a denzitu gliové

jizvy, ale celkove snizily jeji tvorbu nejméné ze vSech pouzitych bun€k tohoto experimentu.

Axonalni sprouting je dilezitym parametrem odrazejicim plasticitu systému a ptitomnost
rustovych faktorii. V nasi studii byl popsén pozitivni vliv aplikace G-CSF na zvySeny axonalni
sprouting po MP, ktery byl jes$té umocnén v kombinaci s Flt3 ligandem. Samotny Flt3 ligand
takovy ucinek nevykazoval a blizil se spiSe hodnotam nelécené kontroly. Efekt aplikace G-CSF
na podporu axonalniho sproutingu je v korelaci s jeho neuro-protektivnimi vlastnostmi

popsanymi v nékolika souc¢asnych publikacich (Fathali et al., 2010; Yata et al., 2007). Ptestoze
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FIt3 ligand sam tento G¢inek v nasi studii neukazal, jeho G¢inek mize byt spojeny napiiklad se
schopnosti mobilizovat hematopoetické progenitorové buiiky a dendritické buiiky, které mimo
jiné aktivuji endogenni neurdlni prekurzory, produkujici neurotrofické faktory jako je NT3,
BDNF, NT3 atd. (Brasel et al., 1996; Mikami et al., 2004). Stejné tak implantace exogennich
NP do miSniho poranéni mtize zvySovat axonalni sprouting, a to vlivem pfimé produkce
neurotrofickych faktort (Hawryluk et al., 2014; Liang et al., 2014) a/nebo stimulaci
endogennich buné¢k k produkei téchto faktor. V nasi srovnévaci studii oba typy
transplantovanych NP signifikantné zvysily pocet novych axonalnich vlaken jak viici neléCené
kontrole, tak vii¢i potkantim 1é¢enym hMSC. Tento rozdil mtze byt spojen s dlouhodobym
prezivanim NP, kdy nizsi, avSak dlouhodoba stimulace miize vést k pretrvavajicim
mikrostrukturdlnim zménam a zaroven integraci implantovanych bunék do poskozené CNS
(Delfino-Machin et al., 2007; Polentes et al., 2012; Saadai et al., 2013; Sareen, Gowing et al.,
2014). Dle piedchozich praci oba typy NP dlouhodobé piezivaly v misté poranéni (Amemori et
al., 2013; Romanyuk et al., 2014). Zaroveti oba typy NP dlouhodob¢ stimulovaly mi$ni tkan

k produkci neurotrofickych faktorti a spole¢né s vlastni produkei tak vytvaiely gradient

rustovych faktord, nezbytny pro tvorbu novych axonalnich vlaken.

Pivod kmenovych bunék ma vliv na imunitni odpovéd’ tkané

Odpoveéd endogenni miSni tkané na implantaci bun¢k se odehrava na n€kolika Grovnich.
Jednim z vyznamnych faktord, ovliviiujicich u¢innost bunécné terapie, je odpoveéd’
prozanétlivych cytokinil na implantat. V nasi studii byly nejvyrazngjsi zmény v imunitni
odpovédi na implantované buniky pozorovany v MIP-1a, TNF- o, RANTES, IL-1 B, IL-4, IL6

and IL12.

Redukce MIP-1a byla nejvyraznéjsi u skupiny SPC-01 a NP-iPS a to v porovnani jak
s kontrolni, tak MSC skupinou. MIP-1a ovliviiuje fagocytdozu myelinu po MP a je spolehlivym
markerem zanétu. Inhibice MIP-1a vede ke snizeni procesu demyelinizace, coz vytvari

vhodng;jsi prostedi pro regeneraci misni tkan¢ (Ousman & David, 2001). Toto sniZeni hladin
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MIP-1a mtze ovlivnit vysoky axonalni sprouting pozorovany u obou NP a miru zachovani
misni tkane.

apoptotické procesy jednak pies NF-kB zavisly mechanizmus a jednak ptes mitochondrialnimi
drahami regulované proteiny z rodiny Bcl-2 (Guadagno, Xu, Karajgikar, Brown, & Cregan,
2013). Navic v potkanim modelu miSniho poranéni 1é¢eném Etanerceptem (TNF- ¢ inhibitorem)
a neuralnimi kmenovymi buiikami bylo pozorovano funkéni zlepseni, které naznacuje, ze
potla¢eni TNF- a snizuje neuralni deficit po MP (L. Wang et al., 2014). V korelaci s nasimi
vysledky snizeni hladiny TNF- o mutize souviset s vyrazné lepsimi vysledky u NP-iPS lécenych
potkantl, jelikoz NP-iPS buiiky nejvyraznégji a nejstabilnéji potlacily hladiny TNF- a hladiny po
vSechna méfeni. Stejné tak hladiny RANTES byly snizeny aplikaci bunék po MP. Inhibice
latky kurkuminu, vedla ke zvySené viabilité neuronti a sniZzeni bunééné smrti (Zhou et al.,
2009). Oba typy neuralnich prekurzort se 1isi hladinami IL-1 . U SPC-01 bunék byla hladina
IL-1 B 14 dni po miSni 1ézi signifikantn€ vyssi ve srovnani s nelécenou kontrolou. Naopak, po
dobu celého experimentu ztstala hladina IL-177 ve skuping 1é¢ené NP-iPS nezménéna nebo
snizena. Hladiny IL-1 B ve skupiné MSC zistaly stabilni po celou dobu experimentu. IL-1 f3 je
znam jako prozanétlivy cytokin, jehoZ inhibice mlize mit pozitivni ptinos pro poskozenou misni
tkan. V my$im modelu misniho poskozeni, mysi injektované rekombinantnim IL-1  (rIL-1 )
vykazovaly horsi lokomoci a snizenou schopnost regenerace axonti. Nami pozorovana sniZzena
hladina IL-1 B mohla pfispét k lokomo¢nimu zleps$eni ve shod¢ se studii zabyvajici se modelem
IL-1 BKO mysi, které po prodélani misni 1éze oproti WT mySim vykazovaly lokomo¢ni

zlepSeni, mensi 1ézi a potlaéenou gliovou jizvu (Boato et al., 2013).

rrrrr

IL-4 u obou NP 14 den po MP mohou pozitivné ovlivnit regeneraci tkané a vést k zlepSeni po
MP. U zvitat lécenych pomoci MSC byla hladina IL-4 zpocatku naopak sniZena a az 28. den se

dostala na uroven ostatnich lé¢enych skupin. S IL-4 se poji enzym arginasa, ktera mize snizit
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zanét a tak zlepsit regeneraci po MP (Fenn, Hall, Gensel, Popovich, & Godbout, 2014). IL-4

negativni myS$i mutanti méli snizenou schopnost regenerace ve srovnani s WT.

Nejvétsi rozdily v imunitni odpovédi mezi aplikovanymi bunikami byly v hladinach 1L-6
a aktivované formé¢ IL12 (IL12p70). IL-6 zvySuje zanét po MP. Navic bylo popsano, ze 1L.-6
muze ovlivnit diferenciaci NP smérem k astrocytim, ¢imz muize ptispivat k zvétSeni gliové
jizvy (Mukaino et al., 2008). Na druhou stranu bylo ukazano, ze jeho vyssi hladiny blokuji
sodné napétove zavislé kanaly, coz muze snizovat excitotoxicitu po MP (Lieb et al., 2005).
Vysoké hladiny IL-6 byly pozorovany piedevsim u potkant Ié¢enych SPC-01 a NP-iPS
bunikami. iPS-NP nevykazovaly zvysenou diferenciaci do astrocytarniho fenotypu a tak je
mozné, ze IL-6 ma v rdmci miSniho poranéni dualni roli a jeho vysoké hladiny nemusi mit
jednoznacéné negativni ucinek. Naopak zvysSend hladina IL-12p70 mze hrat i protizdnétlivou
roli, nebot’ jeho hladina se po MP pfirozené snizuje (Stammers et al., 2012). Zaroven bylo
ukazano ze IL12 se podili na indukci remyelinizace a de novo neurogenezi (Yaguchi et al.,
2008). L12p70 rovnéz snizoval demyelinizaci zprostiedkovanou T bufikami v my$im modelu
roztrou$ené sklerdzy (Zandian et al., 2011). Vysoké hladiny nékterych cytokint pozorované po
intraspinalni aplikaci lidskych NP mazou souviset i se skutec¢nosti, Ze se jedna o

xenotransplantat.

Tvar pora a modifikace povrchu hydrogeli ma zasadni vliv na infiltraci specifickych
elementi miSni tkané

Modifikace povrchu hydrogelu ma zasadni vliv na jeho spésné osidleni nejen
aplikovanymi buiikami in vitro, ale pfedevsim specifickymi tkanovymi elementy in vivo. MP
vede mimo jiné i k poskozeni cévniho zasobeni, které je zasadni pro distribuci Zivin a odvod
metaboliti (Richardson, Peters, Ennett, & Mooney, 2001). Revaskularizace je komplexni proces
zahrnujici receptorové proteiny- integriny, které rozpoznavaji mimo jiné i prvky extracelularni
matrix. Vétsina integrind rozeznava RGD peptid podporujici bunéénou adhezi. Jeho imobilizace
na povrchu materiall zlepsuje jejich bioadhezivni schopnosti (Vladkova, 2010). Z vysledkt nasi

studie vyplyva, Ze RGD sekvence je jednim z klicovych faktord v intenzité a rychlosti vristani
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kapilar do prostiedi biomaterialu. Oba materialy modifikované RGD sekvenci vykazovaly
nejlepsi revaskularizaci materialu bez ohledu na typ péri. Revaskularizace je zasadni i

Z hlediska rastu axond do port hydrogelu a zabranéni jejich piipadné retrakci (lida, Nakagawa,
Asano, Fukushima, & Tachi, 2006). Ukazuje se, ze vyssi hustota cévnich kapilar v misté
poranéni vede k signifikantnimu lokomo¢nimu zlepSeni po MP (Glaser, Gonzalez, Sadr, &

Keirstead, 2006).

Druhou diilezitou slozkou biokompatibility hydrogelu je velikost a typ port. V nasi studii
porovnavajici 4 hydrogely probihala syntéza materialti bud’to v pfitomnosti pevného porogenu,
¢imz vznikla struktura materialu podobna labyrintu pavoucich siti (Fig. 19). pHPMA material
ptipraveny heterofazovou separaci se skladal z globularnich mikro-partikuli, které¢ béhem
polymerace vytvarely mezi partikularni prostor, jenz tvofil zaklad poru. Oba typy struktur byly
hodnoceny v piedchozich studiich (Hejcl et al., 2010; Woerly, Doan, Evans-Martin et al., 2001;
Woerly, Doan, Sosa, de Vellis, & Espinosa, 2001; Woerly et al., 1999). Z vysledki naseho
srovnani vyplyva, Ze oba typy pHPMA-SP hydrogelu vykazovaly vyssi procento vrustani axond
do perifernich i centralnich ¢asti biomaterialu. pHEMA- MOETACI hydrogel, prestoze je
rovnéz syntetizovan V pritomnosti pevného porogenu, nepodporoval rist axontl a vysledky byly
srovnatelné s pHPMA-HS-RGD hydrogelem. Oba typy pHPMA-SP hydrogelt byly méné
vyplnéné pojivovou tkani v porovnani s pHEMA-MOETACI a pHPMA-HS-RGD. Infiltrace
misni tkan€ pojivovou tkani a molekulami extracelularni matrix miiZze mit negativni vliv na rtst
axond naptiklad zaplnénim adhezivnich mist, snizovanim celkového objemu poért, ¢i
v nékterych piipadech branit ristu pomoci inhibi¢nich molekul (Condic & Lemons, 2002;

Hellal et al., 2011; Hermanns, Klapka, Gasis, & Muller, 2006).

Vliv bunééné terapie na navraceni lokomoc¢ni funkce po MP.

Zachovani nebo zlepseni senzorimotorickych funkci jsou hlavnim cilem vSech
experimentalnich i klinickych terapii miSniho poranéni. Doposud vSak zadna z klinickych ¢i
experimentalnich 1é¢eb nedosahla plného navraceni lokomocnich a senzorickych funkei.

Zakladnim piedpokladem navraceni funkce je alesponl ¢asteéné zachovani neposkozené tkané.
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Jiz 10% zachovan¢ tkané mize vyznamné zlepSit neurologicky deficit. A proto se vétSina terapii
zprvu zaméfuje na takzvany ,,rescue’ efekt, tedy na snizeni rozvoje 1éze, které v disledku vede
k lepsimu zachovani misni tkané. Aplikace ristovych a anti-apoptotickych faktorti jednorazoveé
nebo opakované miiZze zmirnit pribéh poranéni a v nekterych pripadech nastartovat procesy
regenerace. Tento efekt vSak miize byt pouze piechodny. Pouziti faktort, jako jsou FLT3 ligand
a G-CSF vedlo k rychlému nastupu lokomo¢nich schopnosti béhem prvnich dvou tydnd po
podani, ktery byl spojeny zaroven s odeznénim otoku a pfirozenymi regenera¢nimi schopnostmi
potkana. Takovyto po¢atecni impuls je velmi dilezity pro ptekonani prvnich bariér
sekundarnich procest poranéni, avSak neni dostatecny pro dlouhodobou regeneraci, kdy se jiz
nastartované mechanizmy snazi nahradit, ¢i obejit poSkozena spojeni a odumielé bunky.
Moznosti zvyseni plasticity systému v podobé samostatné terapie, nebo jako soucast
kombinované terapie tomu mohou vyrazn€ napomoci. Takovymi slozkami mohou byt naptiklad
chondroitinasa ABC (Barritt et al., 2006; Hyatt et al., 2010), ¢i protilatky proti inhibi¢nim
molekulam, jako je NogoA a jeho receptor (Schnell et al., 2011; Wei et al., 2010; P. Yu et al.,
2008) a jejich vzajemna kombinace (Zhao et al., 2013). Jinou moznosti zvyseni plasticity
systému je dlouhodoby zdroj ristovych a anti apoptotickych molekul a zména imunitni
odpovédi. Takovymto zdrojem mohou byt kmenové bunky. Jednordzova intratékalni aplikace
hMSC v naSem experimentu vedla k podobnému vysledku jako aplikace hematopoetickych
faktori i kdyZz snizeni neurologického deficitu bylo vyznamnéjsi a dlouhodobé;jsi. Pro
zvyraznéni tohoto efektu by bylo zapotfebi opakované implantace MSC, ktera by mohla vést i

k vyznamné&j$im morfometrickym zménam, jez jsou zakladem zachovani funkce. V piipadé
intraspinalni aplikace NP, které zde dlouhodob¢ piezivaly, proliferovaly a diferenciovaly, se uz
efekt vyrazné lisil. Oba typy NP vyvolavaly dlouhodobou odpovéd’ tkané a to jak na urovni
imunitniho systému, tak expresi endogennich ristovych faktord. Lepsich vysledkii bylo
dosazeno po aplikaci NP-iPS. Potkani 1é¢eni NP-iPS dosahovali nejlepSich vysledki v
zakladnich tak v pokrocilych lokomocnich testech. Efektivita NP-iPS je velmi zavisla na jejich
pavodu, avsak jejich silny regeneracni potencial je ve shodé s nékolika pracemi (Kobayashi et
al., 2012; Romanyuk et al., 2014; Sareen, Gowing et al., 2014). Horsi vysledky SPC-01 bunék,
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jejichz aplikace vedla po MP jen k mirnému pozvolnému zlepSeni v zakladnim lokomoc¢nim
testu, jsou pravdépodobné zplsobeny nedostate¢nou integraci, nebot’ tyto buiilky vytvarely husté
a tésné shluky, které jen velmi omezené komunikovaly s tkéni piijemce. SPC-01 buiiky vSak
nejsou ojedinélym ptipadem kmenovych bunék, které po aplikaci vedou k morfologickym,
nikoliv v8ak funkénim zménam po MP (Nutt et al., 2013) Nedostate¢na efektivita pouZiti
samotnych kmenovych bunék je zfejma predevsim u chronickych misnich 1ézi. V takovych
ptipadech je zapotiebi narusit gliovou jizvu a zvysit plasticitu systému, V praci Dr. Karimi-
Abdolrezaee et al. byla pfed samotnou implantaci bunék pouzita dlouhodoba aplikace
chondroitinazy ABC po dobu jednoho tydne. Tento prvni krok 1€cby potlacil tvorbu gliové jizvy
a ptipravil permisivni prostiedi pro ptezivani, diferenciaci a integraci NP v chronicky
poskozené miSe. Soucasné s aplikovanymi NP byly jednorazové podany stimulacni faktory
(EGF, bFGF a PDGF), které zvySovaly potencial pieziti aplikovanych bun¢k. Aplikované
buniky nejen ze piezily v MP, ale zaroven migrovaly a zapojovaly se do poskozené michy a
jejich aplikace vedla k lokomo¢nimu zlepSeni v chronické fazi poranéni michy (Karimi-
Abdolrezaee et al., 2010) V nasi praci zabyvajici se kombinovanou terapii mi$niho poranéni
jsme pouzili SPC-01 buiiky spolu s pHEMA-5HT hydrogelem. Tato kombinovana 1é¢ba pies
svij pocatecni pozitivni vliv na misni tkan nevykazovala vyznamnéjsi efekt na lokomocni
zlepSeni po MP. V nasi praci testujici pHEMA-5HT material v kombinaci s SPC-01 butikami
vSak nebyly pouzity testy pokrocilé lokomoce, jaké byly nésledné pouzity u bunééné srovnavaci
studie, a tudiz ne vSechny efekty 1écby mohly byt detekovany. Ne vzdy vSak kombinovana
terapie ptinese synergické vysledky. Experimentalni terapie vyuZzivajici kombinaci MSC a NP
pro 1é€bu miSniho poranéni v podobé¢ akutné intravendzné implantovanych MSC a subakutné
intraspinalné (7 dni po 1ézi) implantovanych NP, nevykazovala synergisticky uc¢inek a jeji efekt
na lokomoc¢ni zlepSeni se statisticky nelisil od podani samotnych NP. Samotné intravendzni
podani MSC se signifikantné neliSilo od nelé¢enych potkant (D. Y. Park et al., 2013). Vyladéni
jednotlivych prvkti kombinované terapie a jejich vzajemna synergie proto i nadale ziistava

dialezitym cilem ve vyzkumu 1é¢by miSniho, zvlasté pak chronického, poranéni.
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Zavéry

1. Podani kombinace hematopoetickych faktord mtize stimulovat procesy regenerace
Vv 1é¢b¢ experimentalniho modelu misniho poranéni. Kombinace Flt3 ligandu a G-CSF
potencuje zachovani bilé a Sedé hmoty miSni a axonalni sprouting, snizuje velikost gliové jizvy,
stimuluje migraci bun€k krevni fady, které mohou zpomalit rozvoj misni 1éze.

2. Na preklinickém modelu balonkové kompresni 1éze jsme ukazali zasadni rozdily
v efektu 1€cby misniho poranéni jednotlivymi typy kmenovych bun¢k. Nejvyraznéjsiho zlepseni
lokomocnich funkei jak v zakladnich tak v pokroc€ilych lokomocnich testech dosahovala
skupina lé¢ena NP-iPS a to nejen vici kontrole ale i vi¢i ostatnim 1é¢enym skupinam. NP-iPS
buiiky nejvice ovlivnily zachovani misni tkané, tvorbu gliové jizvy a axonalni sprouting. Na
rozdil od kratkodobé piezivajicich MSC, oba typy neuralnich prekurzorti dlouhodobé piezivaly
a diferenciovaly v misté 1éze. Nejvétsi rozdil mezi aplikovanymi buiikami byl v imunitni
odpovédi misni tkan€ po jejich aplikaci. MSC pievazné tlumily prozanétlivou slopzku imunitni
odpovedi, kdezto oba NP hladiny vétSiny cytokinil snizovaly, avSak vyrazn€ zvySovaly hladiny
IL6 a IL12p70.

3. Ukazali jsme, jak modifikace hydrogeld mize vyznamné ovlivnit adhezi, proliferaci a
preziti MSC in vitro a in vivo, a tudiz i funkci hydrogeld, jako nosi¢ta kmenovych bunék do
mista poranéni. PHPMA-SP-RGD hydrogel se jevil jako nejvhodnéjsi nosi¢ pro in vivo MSC
implantaci do mi$ni hemisekce, RGD skupina na HPMA materialu vyznamné ovlivnila vristani
kapilar do pérd materialu a polymerace v ptitomnosti pevného porogenu, na rozdil od
heterofazové separace, vyrazn¢ zvySovala vristani axont do periferie i centra hydrogelu.

4. Kombinace pHEMA-5HT hydrogelu a SPC-01 neuralnich prekurzort, nevykazovala
plné synergicky ucinek v 1écbé experimentalniho modelu hemisekce michy. SPC-01 bunky
ptispivaly k zachovani mi$ni tkan¢ a pHEMA-5HT snizoval tvorbu gliové jizvy. Modifikace
povrchu materiadlu molekulami serotoninu nevedla ke zvySenému prezivani a adhezi bun¢k
uvniti materialu. Na druhou stranu molekuly serotoninu na povrchu hydrogelu stimulovaly

SPC-01 bunky ke zrychlené diferenciaci po dobu jejich pfitomnosti v biomaterialu.
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Souhrn

Pokrok v experimentalnich terapiich vyuzivajicich rastovych faktord, kmenovych bunék
a biomaterialt v 1é¢bé poskozené michy, vyznamné ptispiva k pozndni problematiky misniho
poranéni a k tvorbé mozné budouci kombinované terapie. Mobilizace kostni dfené pomoci
kombinace FIt3 ligandu a G-CSF snizuje astrogliozu a zvySuje axonalni sprouting, coz vede k
vyrazngj§imu zachovani misni tkdn€ a zlepSeni neurologického deficitu ve srovnani
S jednotlivymi terapiemi. VSechny testované typy kmenovych bunék izolovanych z riznych
zdroj vyznamné snizuji lokomoc¢ni deficit zptisobeny miSnim poranénim. Nejvyrazngjsi vliv na
navraceni lokomocnich schopnosti byl pozorovan u NP-iPS bunék a to predevsim diky jejich
dlouhodobému ptezivani, interakci s tkani piijemce, snizovanim gliové jizvy a modulaci
imunitni odpovédi. MSC, pfes jejich kratkou dobu pieziti, snizuji hladiny prozanétlivych
cytokinti a moduluji gliovou jizvu. Nejmensi vliv na motoriku po mi$nim poranéni vykazaly
fetalni spinalni progenitory, které se i pies dlouhodobé pteziti a diferenciaci nebyly schopné

dostatecn¢ integrovat do tkané piijemce.

Zpusob ptipravy hydrogell na bazi metakrylatu vyznamné ovlivituje adhezi, rist a
pteziti MSC in vitro a in vivo. Na hydrogelech pfipravenych vymyvanim pevného porogenu
s povrchovou modifikaci kladnym nabojem (MOETACI) ¢i integriny rozeznavanou RGD
sekvenci in vitro ptrezivaji MSC ve vysokém poétu. V in vivo modelu hemisekce 1épe piezivaji
MSC na HEMA hydrogelu, ktery je lep$im bunéénym nosic¢em. V in vivo experimentech byl
nejvetsi pocet axonu a kapilar nalezen v HPMA —SP-RGD hydrogelu a tak pHPMA-SP-RGD
material spolu MSC muize pravdépodobné vést k synergickému efektu v terapii miSniho
poranéni. Kombinace SPC-01 bunék a pHEMA hydrogelu s kovalentné vazanymi molekulami
serotoninu vedla k pfechodnym zménam v poranéné mise, ale neprokazala dlouhodoby vliv,
ktery by trvale pozitivné ovlivnil regeneraci misni tkan¢. Kovalentn€ vazany serotonin vsak

urychlil diferenciaci NP v hydrogelu.
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Summary

Progress in experimental treatments of spinal cord injury (SCI) utilizing growth factors,
stem cells and biomaterials has revealed the pathological mechanizms of the secondary
processes and demonstrated the potential of combined therapy for future clinical treatment. The
mobilization of bone marrow by the combined application of FIt3 ligand and G-CSF diminishes
astrogliosis and increases axonal sprouting and thus leads to more pronounce spinal tissue
sparing and neurological improvement when compared with single treatments. All types of stem
cells used in this study significantly decreased the locomotor deficit after SCI. The most
noticeable impact was observed in the NP-iPS treated group, especially due to their long term
survival, interaction with host tissue, their impact on glial scarring and modulation of the
immune response. MSCs, despite their short lifetime, decrease the immune response after SCI
and modulate glial scar formation. The lowest effectivity on locomotor recovery after SCI was
demonstrated by fetal spinal progenitors, which were not capable of sufficient integration into

the host tissue, even though they showed long-term survival and differentiation.

The methods used to prepare methacrylate based hydrogels have a significant impact on
the adhesion, growth and survival of MSC both, in vitro and in vivo. The survival of MSCs in
vitro was noticeably higher in hydrogels prepared by polymerization using the solid porogen
washout technigque, modified with either a positive charge (MOETACI) or an RGD sequence on
their surface, which is recognised by integrins. In in vivo models of lateral hemisection, MSC
survival improved in the HEMA hydrogel grafted animals, which proves that HEMA-
MOETACI gel is a better cell carrier. On the other hand, the highest number of axons and
greatest capillary permissive environment in vivo was observed in the HPMA-SP-RGD
hydrogel. Consequently, HPMA-SP-RGD together with MSCs could potentially lead to a
synergistic effect in SCI therapy. A combination of SPC-01 cells and the HEMA hydrogel
covalently modified with serotonin molecules led to transient changes in injured spinal cords,

but have not shown any long term impact, which would have a permanent effect on spinal tissue
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regeneration. Covalently bound serotonin has accelerated the differentiation of NPs within the

HEMA hydrogel.
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