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Seznam zkratek

aFGF
ASIA

BBB

BCL
BDNF
bFGF
C1-7
CNTF
CSPG
CNS
CT

Cv
EOEMA
ESC
G-CSG
GDNF
GFAP
GMP
HEB
HEMA
HE
HPMA
IgG, IgM
iPSC

IL-1, 6

acidic fibrillary growth factor

American Spinal Cord Association grading system for severity of
neurologic deficit after acute spinal cord injury

Basso-Beattie-Bresnahan score, skala k hodnoceni motorického deficitu
zadnich koncetin u potkanti s poranénim michy

balonkova kompresni l1éze (balloon compression lesion)

brain derived neurotrophic factor

basic fibrillary growth factor

kréni obratle 1-7

ciliary neurotrophic factor

chondroitin sulfat proteoglykany

centralni nervova soustava

pocitacova tomografie

cresyl violet

etoxyetylmetakrylat

embryonalni kmenové buriky (embryonal stem cells)

granulocyty stimulujici faktor (granulocyte colony stimulating factor)
glial derived neurotrophic factor

glial fibrillary acidic protein

good manufacturing practice

hematoencefalicka bariéra

hydroxyethylmetakrylat

hematoxylin-eosin

hydroxypropylmetakrylamid

imunoglobulin G, M

induced pluripotent stem cells, indukované pluripotentni kmenové
burniky

interleukin 1, 6



L1-5 bederni obratle 1-5

LCA leukocyte common antigen
LFB luxol fast blue, luxolova modr
MA- metakrylat

MAG myelin associated glycoprotein

MOETA+  [2-(metakryloyloxy)ethyl] trimethylamonium
MRI magnetic resonance imaging
MSC mezenchymalni kmenové buriky (mesenchymal stem cells)

NASCIS National Acute Spinal Cord Injury Study

NF neurofilamenta

NG2 jeden z proteoglykanti ze skupiny chondroitin sulfat proteoglykant
NGF nervovy rustovy faktor (nerve growth factor)
NSC neuralni kmenové bunky (neural stem cells)
NT-3 neurotrofin 3

NYU New York University

OEG olfaktoricka glie (olfactory ensheathing glia)
OMgp oligodendrocyte myelin glycoprotein

OSU Ohio State University

PBS roztok pufrovaného fosfatu

PEC polyelektronové komplexy

PNS periferni nervovy systém

RARE Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement
RGD sekvence aminokyselin arginin-glycin-aspartat
S1-5 ktizové (sakralni) obratle 1-5

s.C. subkutanni

SCI misSni poranéni (spinal cord injury)

S.EM. standard error of mean, smérodatna odchylka
SvVzZ subventrikularni zona

Th 1-13 hrudni obratle 1-13



TEA tetraetylamonium
TNF tumor necrosis factor

4-OHT 4-hydroxy-tamoxifen
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1. Uvod

Poranéni michy (SCI, spinal cord injury) je vyznamny zdravotni i spolecensky
problém pfevazné v ekonomicky rozvinutych zemich svéta. Priimérny vék pacientt
s poranénim michy je 40 let. MuZi jsou postizeni 4x castéji neZz Zeny. Vysoka
incidence souvisi srozvojem automobilové dopravy (prevazné motocykll) a
sportovnich aktivit zejména v letnich mésicich (skoky do vody). Incidence poranéni
michy je ve vyspélych zemich udavana okolo 5 pfipadii na 100 000 obyvatel. V USA
je ro¢ni incidence 12 000 pifpadii. V Ceské republice kazdy rok prodéla uraz patefe &
michy pres 300 lidi. Vyznamny je i faktor ekonomicky. Napfiklad v USA ro¢ni vydaje
spojené slécbou misniho poranéni dosahuji 10 miliard dolartt (Bracken, 1991,
Bracken et al., 1997). Nejcastéjsim typem ochrnuti je kvadruparéza (30.1% pripadu),
nasledovana kompletni paraplegii (25,6%), kompletni tetraplegii (20,4%), a
paraparézou (18.5%). Postizeni hybnosti je doprovazeno poruchou senzitivnich a
autonomnich  funkci  (Spinal = Cord  Injury  Information  Network,
http://www.spinalcord.uab.edu).

Doposud neexistuje 1écba SCI, ktera by zajistila regeneraci postizené tkané, a
tim se navratily pokozené funkce. V béZné klinické praxi u pacientt se SCI patfi do
zdkladniho terapeutického algoritmu stabilizac¢ni operace patefe v pripadé nestabilni
zlomeniny, aplikace kortikoid@i a rehabilitace. Neexistuje lécba, kterd by
zrekonstruovala poskozenou misni tkdn. V laboratornich podminkach je testovano
mnoho rtznych lééebnych postuptt a metod. Pfemosténi misniho poranéni pomoci
biomaterialti je jednou z vyznamnych oblasti experimentalni 1é¢by misniho poranéni.
Jedny z nejcéastéji uzivanych biomaterialti jsou hydrogely. Tato prace shrnuje nékteré
nase vysledky saplikaci hydrogeli, slouzicich k pfemosténi defektu

v experimentalnim misnim poranéni.

1.1. Patofyziologie poranéni michy



Poranéni michy lze z patofyziologického hlediska rozdélit na dvé zakladni

tdze, primarni a sekundarni poranéni.

1.1.1. Primdrni poranéni
Jedna se o vlastni moment traumatu, které postihuje patef a michu. Poranéni

michy vznikd v ndvaznosti na poskozeni osteoligamentdzniho aparatu patetre bud

pfimo, pri prudkém ohnuti, napnuti nebo rotaci michy, nebo nepfimo, stlacenim

kostnim tlomkem, fragmentem intervertebralniho disku, nebo cizim télesem (obr. 1).

Morfologickd charakteristika poranéni misni tkané a klinicky ndlez se lisi dobou

trvani a silou miSni komprese, vytlacenim michy, akceleraci ptsobicimi

kompresivnimi silami a kinetickou energii absorbovanou michou. Poranéni michy

Casto zahrnuje pouze 1 segment ¢i dokonce necely segment. VZdy je pfitomen néjaky

zbytek tkané, takze se téméf nikdy nejednd o histologicky kompletni poranéni (jako

u kompletni transekce misni v experimentalnim poranéni). M. Bunge rozdélila misni

trauma do 4 kategorii (Bunge et al., 1993):

1. Makroskopicky normalné vypadajici micha (10% prfipadii). Makroskopicky nalez
je normalni, ale histologické vySetfeni prokdZe ztratu normdlni struktury a
demyelinizaci.

2. Kontuze (49% ptipadii). Makroskopicka struktura opét vypada normalné, ale jsou
patrny mensi oblasti krvaceni a nekrozy, které se vyvinou do cystickych kavit.

3. Lacerace (21% pripadl). Je patrné poranéni glia limitans s devastujicim
poranénim misnitho parenchymu, v epicentru je patrnd glidlni jizva.
Mezenchymadlni jizva je tvofena kolagenem a adheruje k okolnim plendam. Dal$im
pfiznakem jsou kavity. Pri¢inou jsou casto fragmenty obratlli ¢i penetrujici
poranéni.

4. Masivni komprese (20% prfipaditi). Misni tkan je macerovana a rozmélnéna.
Castou pficinou je zlomenina obratlového téla komprimujici michu. Epicentrum
michy je opét tvofeno masivni fibrozni jizvou a kavitami nasledkem sekundarni

atrofie misni tkané.



Obr. 1: Poranéni michy (traumatickd subluxace C6/7) v obraze MR (A) a v sagitdlnich CT rekonstrukcich (B).

CT sagitalni rekonstrukce po stabilizaci segmentu C6/7 z predni pristupu dle Caspara (C).

1.1.2. Sekundarni poranéni

Allen vroce 1911 ukazal, Ze myelotomie a odstranéni posttraumatické
hematomyelie mélo za nasledek zlepSeni neurologického nélezu u psti, ktefi predtim
prodélali experimentalni poranéni michy. PrfiSel shypotézou ,biochemického
faktoru” pfitomného v nekrotické tkdni, ktery je pfi¢inou dalSiho poskozeni michy
(Allen 1911). Dnes je zndmo, Ze se jedna o celou sérii procesti, které v case v prabéhu

¢asu zpuisobi sekundarni misni poranéni (obr. 2). Lze je v ¢ase rozdélit do 4 fazi.

1.1.2.1. Okamzita faze poranéni (1-2 hodiny po vzniku poranéni)

Tato faze zahrnuje vlastni moment mechanického traumatu, ktery je
nasledovan cévnimi zménami, jako vazodilatace, hyperémie, petechidlni krvaceni.
V této fazi casto nepozocujeme zadné ¢i jen minimalni zmény, pokud se nejedna o
pripady masivni komprese ¢i lacerace. Predpokladéd se, Ze vétSina patologickych
zmén v miSe vznikd nasledkem sekundarnich procest (edém, ischémie, krvaceni,
zanét, hypertermie, bunécné trauma souvisejici s kalciem, volnymi radikdly, oxid

dusnaty, glutamat).
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Obr. 2: Primdrni a sekunddrniho poranéni michy (volné dle Hulsebosch 2002)

Primdrni poranéni michy (Cerny centrdlni ovdl) se radidlné rozsituje (éerveny kruh s oranZovym okrajem)
az k rozvoji definitioni léze (Sedd oblast). Modré Cdiry znali axony a zelené Ctverce jsou oligodendrocyty.
Moznosti intervence oznacené ve schématu: 1. redukce edému a produkce volnych radikilil, 2. neuroprotekce
okolni nervové tkiné, kterd je ohroZena sekunddrnimi procesy, jako jsou mnapft. vysokd koncentrace
extraceluldrniho glutamdtu, 3. regulace zdnétlivyjch procesii, 4. ochrana neuronii a glie, které jsou ohroZeny
apoptézou, 5. reparace demyelinizace a poruchy vedeni, 6. podpora riistu axonii vytvofenim permisivniho

extraceluldrniho prostiedi, 7. bunécnd terapie, 8. pfemosténi misniho poranéni a transplantace.

1.1.2.2. Akutni faze (nékolik hodin az 1-2 dny po poranéni)

Akutni fazi provazi hlavné edém, krvaceni a zanét. Jedna se o kombinaci
edému vazogenniho a cytotoxického. Vazogenni edém je charakterizovan poruchou
integrity hematoencefalické bariéry (HEB) snaslednym tunikem plazmy do
extracelularniho prostfedi. Toto mtiZe zptsobit redukci krevniho tlaku s rozvojem

ischémie na podkladé tlakovych zmén. Cytotoxicky edém je charakterizovan



intracelularnim edémem, ktery postihuje hlavné astrocyty. Tento edém pozorujeme
od 3 hodin do 3 dntl od traumatu. Miize tak ovlivnit funkci astrocytti s devastujicimi
nasledky pro misni tkan.

Krvaceni se pfevazné objevuje v Sedé hmoté misni jako nasledek konttze
(centrdlni hemoratickd nekréza). Dochazi k ruptufe postkapildrnich Zil,nasledkem
mechanického pfetrZeni nebo intravaskuldrni koagulace, kterd zptisobuje venostazu
a roztaZeni cév. Hematom nachdzime v misté poranéni zfidka, pokud se nejedna o

pripady lacerace michy.

1.1.2.2.1. Zanét
Mechanické poranéni michy zptisobi zanétlivou reakci, ktera je v akutni fazi
charakterizovana béhem prvnich 2 dnu infiltraci tkdné neutrofily a v nasledujicich

dnech pak infiltraci makrofagy a lymfocyty.

Neutrofily a makrofigy

Béhem prvniho dne se objevuje mirnd infiltrace neutrofild. Maximdlni
koncentrace v misté traumatu je 2. den a téméf vymizi v den tfeti. Jejich reakce
vmiSni tkdni je v porovnani s perifernimi tkdnémi mirnd. Na druhou stranu,
v porovnani s traumatem mozku je infiltrace neutrofili vyznamné vétsi. Zatimco u
poranéni mozku jsou neutrofily pritomny jen v okrajovych c¢astech poranéni, tak u
léze misSni je infiltrovana rozsahld oblast okolniho parenchymu. V porovnani
s traumatem mozku je mnoZstvi neutrofili v misté léze dvojnasobné a v okolni tkani
dokonce c¢tyfnasobné (Schnell et al, 1999). M4 se za to, Ze ptisobi pfevazné
neurotoxicky na okolni nervovou tkan.

Makrofagy infiltruji poskozenou misni tkan nasledkem poranéni cév a tedy
HEB. Na rozdil od neutrofilt jsou pritomny v misté poranéni neékolik tydnii. Presto
vSak je infiltrace makrofagli v oblasti miSniho poranéni relativné mala, a proto
dominujici roli v obranné reakci u SCI hraji rezidentni mikroglie (Barami a Diaz,

2000)



Mikroglie a mikrofdgy
Aktivace rezidentni mikroglie v nejbliz§im okoli poranéni je patrnd jiz od
prvniho dne a roste cely prvni tyden. Stejné jako u neutrofilii je rozsah tkané

s pritomnosti aktivované mikroglie v porovnani s mozkovou tkani vétsi.

Lymfocyty

Béhem akutni fdze infiltruji lymfocyty misto poranéni a okolni miSni
parenchym do vzdalenosti az 3-4mm od centra poranéni. Na rozdil od jinych
elementti je jejich mnoZstvi béhem prvniho tydne po poranéni v okoli michy stabilné

nizké.

1.1.2.2.2. Neurony a bunécna smrt

Bunéénd smrt neurontt u SCI muze probihat bud procesem apoptozy ci
procesem nekrozy. Proces nekrézy hraje dominantni roli. Ackoliv v nékterych
pokusech byla pozorovana apoptdza u neuront, neexistuji publikované udaje, které
by dokazaly tento typ smrti neuront u poranéni michy u lidi (Emery et al., 1998).
Neurony odumiraji bud okamzité po poranéni, nebo s odstupem nékolika hodin.
Zatimco v okamzité fazi je pficinou mechanicky inzult, tak v pozdni fazi je
neurondlni smrt dana ischémii tkané na podkladé sniZené perftize, krvaceni a edému
(Tator 1991). Dochazi tak k poruse velmi citlivé a energeticky ndrocné iontové
rovnovahy na bunéénych membranach. Pro Zivot burnky je pak zvlasté dulezité
udrzet nizkou intraceluldrni koncentraci iontu Ca?*. Dtlezitou roli pfitom hraji
membranové receptory excitatornich neurotransmiterti, glutamatu a aspartatu, které
se ve vysokych koncentracich nachdzeji v posttraumatickém obdobi a zptlisobuji dalsi
stimulaci neuronti. Pfitom hyperstimulace mtize vést aZ k jejich smrti (Olney 1969).
Vyznamnou roli hraje zvlasté receptor N-methyl-D-aspartatové (NMDA), ktery je

vvvvv

membran pro Ca*. Nadmérna intraceluldrni koncentrace vapniku aktivuje enzymy,



jako jsou protézy ¢i lipazy sndslednou dezintegraci cytoskeletu, bunéénych
membran a organel.

Axony odumiraji wallerianskou degeneraci distdlné od somatu neuronu.
Postupné dochazi k dezintegraci struktury axonti a jejich myelinovych obala.
Degeneraci axont a jejich myelinovych pochev tak muaZeme pozorovat u
motorickych drah kaudalné od mista poranéni a u senzitivnich drah kranialné od

mista poranéni (Kakulas 2004).

1.1.2.2.3. Demyelinizace a oligodendrocyty

Myelin se rozpada casné po miSnim poranéni. Otok myelinovych pochev
vede k jejich fragmentaci a fagocytoze mikrofagy. Proces degradace myelinu probiha
téméf vzdy spolecné s poranénim axonu. Neni jasné, zdali demyelinizace pfedchazi
rozpadu axonti. U lidi s poranénim michy neni primdrni demyelinizace popsana,
kromé piipadti chronické komprese michy u cervikdlni spondylézy. U zvifecich
experimentalnich modeli mtiZe hrat primarni demyelinizace vyznamnou roli.

Oligodendrocyty jsou citlivé k miSnimu poranéni. Umiraji procesem nekrozy,
avSak apoptoza oligodendrocytii byla popsdna jak v experimentdlnich studiich, tak

v klinickych pfipadech u lidi s poranénim michy (Bunge et al., 1993).

1.1.2.3. Sttednédoba faze (dny az tydny)
V této fazi mikroglie eliminuji nekroticky detritus, rozviji se glidlni reakce,
edém regreduje a probihd revaskularizace tkané spolu se znovuobnovenim

hematoencefalické bariéry.

Mikroglie

Klidova mikroglie (ramified microglia) predstavuje rezidentni histiocyty
nervového systému. Jednd se o hlavni burnky, které se staraji o odstranéni
nekrotického detritu, zanétlivou a imunologickou odpovéd. Mikroglie je aktivovadna

jeden den po poranéni a predchdzi aktivaci astrocytd. Na trovni mikroskopické



miiZeme pozorovat zvétSeni, vyblednuti a pleiomorfni vzhled jejich jader v barveni
hematoxylin-eozin. Imunohistochemicky mtize byt jejich aktivace pozorovana pfi
pouziti LCA - leukocyte common antigen. Béhem nékolika dnti jsou buriky
prestavény do kulatych, polygondlnich bun€k, které se oznacuji jako mikrofagy.
Tvori menSinu poolu mikrofagti, nebot vétSina z nich pochdzi z krevniho fecisté
zmonocytli. Mohou byt patrné v misté poranéni tydny az mésice. Mikroglie
secernuje latky, které poskozuji okolni tkan, jako napfiklad vytokdny, NO,
superoxidové aniony, glutamat a protedzy. Na druhou stranu byla popsana sekrece
cytoprotektivnich latek, jako je napfiklad IL-1beta, kterd podporuje produkci NGF,
indikuje sprouting axonti a podporuje regeneraci CNS. Dalsi latkou je IL-6, ktera
brani ztradté neuront v prednich rozich misnich po axotomii a chrdni proti
glutamatem indukované toxicité. Také dalsi produkt, TNF-alfa ma neuroprotektivni
ucinky). Implantace mikroglie do misniho poranéni podpofila regeneraci axont
(Rabchevsky and Streit, 1997).

Hlavni funkci mikrofagti je pravdépodobné fagocytdza. Tato funkce je
nesmirné dulezitd, nebot v nekrotickém detritu je obsaZeno velké mnozstvi lipida,
které jsou tak potencidlnim zdrojem volnych radikalti se vSemi jejich Skodlivymi
nasledky.

Astrocyty

Nékolik dntt po poranéni prodélaji astrocyty na okraji léze hypertrofii, jak je
patrno z nadmérného objemu jejich cytoplazmy. Jejich jadra se zvétsi a zblednou. Na
druhou stranu v centru poranéni astrocyty odumiraji. V aktivovaném stavu obsahuji
astrocyty velké mnozstvi mitochondrii a endoplazmatického retikula, coz souvisi
s vysokou metabolickou aktivitou (Nathaniel and Nathaniel 1977). Tyto aktivované
astrocyty se nazyvaji gemistocyty. Vrchol hypertrofie je mezi 2 a 3 tydny. Vysilaji
dlouhé a silné vybézky, které tvofi novou glii limitans a izoluji tak poranéni od
zbytku  viabilni tkané. Reaktivni astrocytéza je dobfe patrna pfi

imunohistochemickém barveni pomoci GFAP (glial fibrillary acidic protein).



1.1.2.4. Chronicka faze poranéni michy (tydny az mésice)
Gliova jizva

Gliova jizva je tvofena pfevazné hypertrofickymi astrocyty s mnoha pevné
propletenymi vybéZky, kdy mnoho z nich je propojeno funkénimi komplexy (Reier et
al., 1983). Vznikd nasledkem poranéni centralni nervového systému. Proces jizveni
zahrnuje mikroglii, prekurzory oligodendrocytti, astrocyty, meningedlni burky a
endotelidlni bunky cév. Prvnimi zménami po poranéni CNS je pfiliv krevnich
elementti, zvlasté monocytli a mikrofagti (Perry et al, 1993). Béhem par hodin
endogenni linie mikrofagti CNS a mikroglie zacinaji reagovat, hypertrofuji, zacinaji
se délit a dochazi k upregulaci mnoha molekul, véetné receptorti komplementu, které
se vyuzivaji pfi znaceni bun€k a stupné jejich aktivity (Raivich et al. 1999). Béhem 24
hodin jsou aktivovany prekurzory oligodendrocytt; déli se, hypertrofuji a zvétsuji
svlij povrch, zvysuji na povrchu bunék hladiny NG2, coz je nejdiilezitéjsi marker
téchto bunék (Levine et al. 2001). Astrocyty se aktivuji pfiblizné za 1 aZ 2 dny.
Hypertrofuji, tedy zvétsuje se objem bunék a prodluzuje délka vybézka. Cast bunék
se déli a vyznamné se navysuje mnozstvi proteinti intermediarnich filament - GFAP,
vimentinu a nestinu (Wu and Schwartz 1998; Eddleston et al. 1993; Ridet et al. 1994).
Zatimco upregulace GFAP je ve vétsim rozsahu, upregulace vimentinu a nestinu je
vice lokalizovana do oblasti vlastniho poranéni. Zvlasté u misnich poranéni je patrnd
vyznamnd invaze meningealnich bunék, které tak vytvareji dalsi vyznamnou bariéru
misni regeneraci (Reier ef al., 1983). Kolem misni léze také hypertrofuji endotelidlni
buriky kapilar. Casem vétsina reaktivnich mikroglii a prekursorti oligodendrocyti
zmizi, coz zanechdvd v misté poranéni hlavné reaktivni astrocyty, meningedlni
buriky a endotelidlni buniky cév, které je vypliuji. Prace Daviese a Silvera ukazaly, Ze
glidIni jizva zesiluje inhibici regenerace v porovnani s normalni tkani CNS (Davies et

al. 1997, 1999).

1.1.3. Repara¢ni mechanismy po miSnim poranéni

1.1.3.1. Kolateralni sprouting (puceni)



Kolateralni sprouting je béZnou reakci CNS na jeho poranéni. Poprvé byl
popsan v miSe (Liu and Chambers 1958) a kratce poté i v mozku (Raisman 1969).
Moznymi impulsy ke spusténi sproutingu v dospélém mozku je jakékoliv poranéni
nebo onemocnéni, které zptisobuje deaferentaci urcité casti mozku, jako naptiklad
neurodegenerativni onemocnéni ¢i epilepsie (Moore and Zigmond 1994; Chevassus-
Au-Louis et al., 1997). Z rezidudlnich nervovych vldken tak vyristaji nové axonalni
kolaterdly. Kolaterdlni sprouting nezajisti obnoveni ptvodnich anatomickych
spojeni, ale ¢astecnou reinervaci deaferentovanych ¢asti a vzniku mnoha novych
spoju  zajistujici mnoho vyznamnych funkénich zmén v uvedené casti CNS.
Nadmérny sprouting mtiZze mit ale jak pozitivni (¢aste¢na ¢i uplna restituce funkce),

tak i negativni vliv (spasticita, nadmérna bolest).

1.1.3.2. Proliferace ependymalnich bunék po misnim poranéni

Samotné ependymalni buriky patfi mezi neuralni kmenové burnky a reaguji na
misSni poranéni. Prace na obojZivelnicich ukazaly, Ze béhem metamorfézy je oblast
spinalni transekéniho poranéni reorganizovana praveé proliferujicimi ependymalnimi
bunikami (Beattie et al., 1990). Byla take popsana vyrazna regenerace descendentnich
vlaken pfes misto poranéni. Podobné vysledky byly dosazeny i u savct v ¢asné fazi
jejich ontogenetického vyvoje (Iwashita et al. 1994; Wang et al. 1996). To mtlize byt
zpusobeno pritomnosti progenitorovych ¢i kmenovych bunék, které jsou aktivovany
a zrekonstruuji misni poranéni. Tyto buniky mohou poskytnout misto vstupu jak pro

axony CNS, tak i pro Schwannovy burky nebo periferni axony.

1.1.3.3. Specifika rozhrani periferniho a centralniho nervového systému

Rozhrani periferntho a centrdlniho nervového systému je rozhrani mezi
michou a pfednim a zadnim miSnim kofenem. Ranviertiv zafez na rozhrani mezi
michou a miSnim kofenem ma na jedné strané schwannocyt a na druhé strané
oligodedrocyt. Jestlize dojde k poSkozeni motorického axonu v miSe, axon regeneruje

smérem z centralniho nervového systému pies vstupni zénu pfedniho rohu misniho



do periferniho nervu, coZ znaci, Ze tyto axony mohou prekrocit z astrocyti smérem
ke Schwannovym bunkdm (Carlstedt et al. 1989). Pfi poranéni dorzalniho rohu
misniho budou vldkna kofene regenerovat smérem k mise. Jakmile vSak narazi na
hranici schwannocyty-glie v oblasti vstupni zony, dalsi regenerace je zablokovana
(Carlstedt 1997; Chong et al. 1996). Podobna situace se vyskytuje u experimentalniho
poranéni michy pfi implantaci perifernich nervi ¢i Schwannovych bunék u misniho
poranéni. Mnoho axontt CNS vriista do implantatti, avSak pfi ristu zpét do prostredi
CNS je jejich rtist blokovéan, nebot nejsou schopny rtist pfes hranici — Schwannovy

buniky-astrocyty (David and Aguayo 1981; Xu et al. 1995a,b).

1.2. Klinické projevy poranéni michy

Rozsah neurologického deficitu pod turovni poranéni michy se hodnoti dle
Frankelovy Skaly ¢i Skaly ASIA (American Spinal Cord Association grading system
for severity of neurologic deficit after acute SCI) — viz. tabulky 1-3. Zatimco pfed vice
nez 40 lety byl kompletni deficit (ASIA A) pod trovni misSniho poranéni zhruba u 2/3
pacientt, tak v soucasnosti je to 45%. Diivodem tohoto zlepSeni je kvalitnéjsi péce
v akutnim obdobi po traumatu, mezi kterou fadime akutni imobilizaci (krcéni limce,
vakuova lazka), lécbu systémové hypotenze, zlepSeni oSetfovatelskych praktik,
apod. Velmi dtilezitym faktorem jsou lepsi bezpecénostni opatfeni napt. u automobilti
(bezpecnostni pasy, airbagy, pevnéjsi konstrukce, apod.)

Snizeni motorickych funkci oznacujeme terminem paréza, jejich vyhasnuti
jako plegie, souhrnné pak ceskym terminem obrna. Poskozeni bilé a Sedé hmoty
miSni vyusti ve spastickou obrnu. Ta se projevi hypertonii svalstva pfi ztraté
inhibi¢nich vlivii vyssich center. Poskozeni prednich miSnich kofenti v obrnu chabou
(pferuSeni nervového vldkna). SniZeni senzitivnich funkci oznacujeme jako

hypestézie, jejich vyhasnuti terminem anestézie. Knim mohou byt pfidruzeny i



pozitivni senzitivni symptomy, jako jsou bolesti, brnéni (parestézie), dysestezie,
hyperestézie, hyperpatie a alodynie. Z poruch autonomnich funkci je tfeba zminit
poruchu vyprazdniovani mocového méchyfe a mocovou rentenci (detruzor-
sfinkterova dysynergie — sniZzeni tonusu detruzoru a soucasné zvySeny tonus
sfinkteru mocového méchyfe), poruchu udrzeni moci (hyperreflexie méchyte),
paralyticky ileus, andlni inkontinenci, erektilni dysfunkci, ortostatickou hypotenzi a

autonomni dysregulaci (Sekhon a Fehlings 2001).

Tabulka 1. Frankelova skala

Frankel | Popis postizeni
A Z4dna motoricka & senzitivni funkce pod mistem poranén.
B Pritomnost pouze senzitivnich funkci, nikoliv motorickych.
C Pritomnost motorické funkce, ale neuzite¢né.
D Pritomnost uzitecné motorické funkce.
E Normalni motorické a senzitivni funkce.

Tabulka 2. Hodnoceni poranéni michy dle American Spinal Injury Association

ASIA | Popis postizeni

A | Kompletni transverzalni 1éze misni. Zadna sensitivni ¢i

motorickd funkce michy v segmentu Sss

B Inkompletni léze miSni. Zachovana senzitivni, ale zadna

motorickd funkce, véetné segmentti Ss-

C | Inkompletni léze miSni. Zachovand motorickd funkce pod
mistem poranéni, vice nez polovina klicovych svalt sila méné

nez 3.




D | Inkompletni léze mis$ni. Zachovand motorickd funkce pod

mistem poranéni, vice neZ polovina klicovych svalii sila 3 a vySe.

E Normalni motorické a senzitivni funkce pod mistem poranéni.

Tabulka 3. ASIA protokol

Patient Name

Examiner Name Date/Time of Exam
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1.2.1. Typy mis$niho poranéni
1.2.1.1. Kompletni léze misni
Misni Sok a kompletni transverzalni léze misni
Termin misni Sok se poprvé objevil pfed vice nez 150 lety. Cilem bylo rozlisit

arteridlni hypotenzi na podkladé krvaceni od arterialni hypotenze dané ztratou tonu



sympatiku pfi poranéni michy (Hall 1850). Tento pojem zahrnuje iplné preruseni
michy ve fyziologickém smyslu, coz ma za nasledek docasnou ztratu ¢i snizeni vsech
¢i téméf vSech miSnich reflexdi pod trovni poranéni. Vétsinou k nému dochézi u
rychle vzniklych poskozeni michy, avsak byly popsany i pfipady rozvoje poskozeni
michy v prabéhu nékolika hodin. Reflexy vurovni sakrdlni michy (napft.
bulbokavernézni) mohou byt pfitom zachovany. Na horni hranici anestetické zény
se nékdy vyskytuje tzkd zona hyperestézie. Ohraniceni senzitivniho deficitu
odpovidd nejkranidlnéjSimu postizenému miSnimu segmentu. Stupenl postizeni
autonomnich reflexti béhem misniho Soku je rtizny, nebot tyto reflexy jsou vedeny
pres vegetativni ganglia misni. Autonomni dysfunkce se projevi chabou paralyzou
mocového méchyfe, paralytickym ileem, erektivni dysfunkci, poruchou
vazomotoriky (edémy), termoregulace (akrohypotermie), pilomotoriky a
sudomotoriky. Misni Sok nastupuje béhem nékolika minut a mtize trvat 4-6 tydnt.
Konec fadze misniho Soku u poranéni michy souvisi s ndvratem misnich reflexti, kdy
lze opét vyvolat reflexy Slachové-okosticové. Restaurace reflexni ¢innosti probiha
v kaudo-kranidlnim smeéru. Reflexni aktivita se vraci a rozviji se spastickd obrna se
zvySenim Slachovych a okosticovych reflexti, elasticitou, spastickymi pyramidovymi
jevy, rozviji se spasticky reflexni méchyt. MiSni Sok je nutno odlisit od pojmu miSni
komoce. Je to pomérné malo probadany stav. Je definovan jako ¢aste¢na porucha
sensitivnich ¢i motorickych funkci (nebo obou), ktera se rychle a tiplné upravi béhem
24-72 hodin. Nikdy se nevyskytuje v souvislosti strvalym poranénim michy
(Marburg 1936). Kompletni transverzalni miSni 1léze znamend uplnou ztratu

motorickych i senzitivnich funkci od mista poranéni nize.

1.2.1.2. Inkompletni mis$ni syndromy
Syndrom centrdlni misni Sedi (syringomyelicky syndrom)

Nejcastéjsi akutni pfi¢inou je trauma, pfi pozvolném rozvoji muiize byt
pri¢cinou  intramedudlni tumor ¢ rozvoj syringomyelické dutiny. Ty vedou

k postizeni spinotalamického traktu ve ventrdlni komisufe, coz se projevuje



poruchou termické a algické citlivosti na obou strandch v postiZzenych segmentech,
zatimco taktilni ¢iti je zachovano (syringomyelickd disociace) Casto se zachova
termickd a algické citlivost v sakrdlnich segmentech (sakrdlni tspora) v dusledku
relativniho uSetfeni laterdlnich casti spinotalamického traktu. Zaroven byva
segmentalni chaba paréze s atrofiemi a fascikulacemi z postizeni prednich rohii

misnich.

Syndrom arteria spinalis anterior

Vznika pfi postiZeni (infarktu) v distribuci arteria spinalis anterior. PostiZena
je hlavné ventralni ¢asti michy, kterd zahrnuje v ramci bilé hmoty kortikospinalni a
spinotalamicky trakt a postiZeni pfednich rohtt miSnich. Z toho plyne i klinicky
obraz, ktery je charakterizovan centrdlni parézou (tr. corticospinalis) a ztratou
termické a algické citlivosti (tr. spinothalamicus) kaudalné od mista postizeni a
chabou parézou v postizenych segmentech (pfedni rohy misni). Taktilni citlivost a
propriocepce byvaji uSetfeny. Klinicky je tento syndrom podobny syndromu
centralni Sedi. Spolehlivé je casté nelze odlisit. Pfitom pro syndrom centralni Sedi

svedci uspora Citi a relativni absence znamek postizeni kortikospindlni traktu.

Syndrom zadnich provazcil a tabicky syndrom

Je charakterizovan ztratou homolateralni propriocepce a vibracniho (iti,
zatimco algické a termické Citi je relativné neporuSeno. PorusSena je senzitivni
diskriminace, béZné jsou parestézie charakteru brnéni a pichdni. Ddle se manifestuje
syndrom senzitivni (misni) ataxie s pozitivnim Rombergovym pfiznakem. Chtize je
ataktickd. Pozitivni jsou zkousky ataxie. Dale pfi zkouSkdch na vydrz (napf.
predpazeni) se objevuji neuvédomeélé pohyby homolaterdlni koncetiny (,plave”
v prostoru — pseudoatetdza). Maximalné jsou tyto pohyby vyjadfeny akrdlné, na
prstech. Ulelné pouzivani ruky je tak poruseno, coZ se v anglosaské literatute

popisuje jako ,,clumsy” ¢i ,useless hand”.



Tabicky syndrom se typicky projevuje u neurosyfilis, dale u diabetes mellitus
¢i u dalsich chorob. Postizeny byvaji silnd proprioceptivni a kozni vldkna
lumbosakrélnich a nékdy i cervikalnich kofent. Typickymi pfiznaky jsou lancinujici
bolesti a parestézie. V objektivnim nalezu nachazime areflexii, hypotonii bez svalové
slabosti a abnormality chtize (atakticka chtize). Z poruch citlivosti muzZe byt
pritomna jen pallhypestézie a polohocit na dolnich koncetinach. Byva pfitomen

hypotonicky mocovy méchyr s retenci.

Syndrom zadnich a postrannich provazcii

Tento typ postiZzeni vznika typicky u Friedrichovy ataxie ¢i u avitaminozy B12
(v tomto pripadé v kombinaci s polyneuropatii). Klinicky se projevuje hlavné na
dolnich koncetindch obrazem spastické parezy na podkladé léze lateralniho
kortikospinadlniho traktu a ataxii prfi poskozeni zadnich provazci a

spinocerebelarnich drah. Vysledkem je spasticko-atakticka chtize.

Hemisyndrom misni (Brown-Sequardiiv syndrom)

Jedna se o uplné poranéni pravé ¢i levé poloviny michy. Nasledkem je
ipsilateralni hemiplegie a ipsilaterdlni porucha polohocitu a pohybocitu. Na
kontralaterdlni koncetiné ¢i koncetindch je postizeni bolestivého a termického ¢iti.
Taktilni Citi neni postizeno, nebot vldkna zjedné strany téla jsou distribuovana
drdhami v obou polovindch michy. Kompletni syndrom hemisekce misni je vzacny,
Castéjsi je inkomplenti, neuplné vyjadfeny syndrom. Nejcastéjsi pficinou tohoto

syndromu jsou traumata, mi$ni tumory ¢i roztrousena skleroza.

1.3. Experimentdlni modely poranéni michy u laboratorniho potkana

K posouzeni vlivu experimentdlni 1é¢by u jakéhokoliv typu onemocnéni je
nutny dobry zvifeci model a standardni laboratorni podminky, které umozZni
jednoduché a dobfe reprodukovatelné studium probihajicich zmén (at jiz

patofyziologickych ¢i terapeutickych). U poranéni michy je nejcastéji vyuzivanym



laboratornim zvifetem potkan. Vyhodou je jeho relativné mala naro¢nost na chov,
dobra manipulovatelnost a nizka nachylnost k infekcim.

Pravé u laboratorniho potkana bylo vytvofeno nékolik modelti poranéni
michy. Lze je rozdélit na ostré (sekéni) a neostré (konttizni, kompresni) modely. Mezi
ostré modely patfi:

Hemisekce - pretéti poloviny michy a vétsinou také vytéti urcitého mnozstvi
tkané, de facto hemiexcize, nicméné tento pojem neni v literatufe pouzivan. Casto se
také pouzivaji modifikace hemisekce, tedy parcidlni hemisekce, jako napitiklad
dorzalni hemisekce. Pfi hemisekci je pfetnuta polovina misnich drah a ipsilaterani
poloviny Sedé hmoty misni patficného segmentu. Klinicky se takové poranéni
projevi poruchou motoriky ipsilateralni koncetiny (koncetin pfi poranéni krénich
segmentl misnich, laterdlni provazce misni), poruchou polohocitu a pohybocitu
(zadni provazce misni) na ipsilateralni strané a poruchou citi bolesti a teploty (bocni
provazce misni, tr. spinothalamicus) kontralateralni koncetiny. Klinicky tento stav
odpovida Brown-Séquardové syndromu (hemisyndrom misni). Vyhodou hemisekce
misSni jako experimentdlniho modelu je v tom, Ze funk¢ni deficit u experimentalniho
zvifete je relativné maly, nevznika neurogenni mocovy méchyf s poruchou moceni a
nutnosti manudlni exprese moci.

Transekce — pietéti celé michy (a opét casto vytéti urcitého mnozstvi tkané).
Pfi transekci jsou okamzité pretaty misSni provazce a Sedd hmota misni. Vysledkem je
okamzity vznik trvalé paraplegie (event. kvadruplegie pri transekci kréni michy)
s anestézii od pretatého segmentu niZe, poruchou hlubokého ¢iti, poruchou moceni
se vznikem neurogenniho mocového méchyte. Vyhodou transekce michy je moznost
okamzité implantace pfemostujictho materidlu, moznost jednoznac¢ného pritkazu
regenerace miSnich drah pomoci anterogradnich ¢i retrogradnich barvicich technik a
presvédcivé hodnoceni funkéniho efektu experimentdlni terapie pomoci
behavioralnich testi, hlavné sloZky motorické, nebot bez terapie =zlstavaji
laboratorni zvifata vzdy paraplegicka. Nevyhodou je nutnost intenzivni péce o

experimentalni zvife hlavné béhem prvnich 2 tydnti po vzniku poranéni. Po dobu



pribliZzné prvnich dvou tydnii je nutné provadét manualni expresi moci z mocového
meéchyfe. Dalsi nevyhodou je nebezpeci vzniku hyperalgézie s autofagii ¢i vznik
infekce mocovych cest.

Ostré modely jsou vhodné pro sledovani regenerace elementi miSni tkané,
prevazné axont, sledovani jednotlivych misnich drah pomoci specifického retro- a
anterogradniho barveni. Casto jsou tyto modely vyuZivéany k implantacim rtiznych
materidlt (Bakshi et al., 2004; Teng et al., 2002; Tsai et al., 2006). Jejich nevyhodou je
nutnost nejenom otevieni patefniho kanalu, ale i durdlniho vaku. Dalsi nevyhodou je
také to, ze ostré modely odrazeji pouze mensinu realnych klinickych situaci, nebot
vétsina klinickych poranéni michy je kombinaci komprese a kontuze.

Vyhodou neostrych model je, Ze lépe odrazZeji vétSinu klinickych miSnich
traumat. Jsou vhodné pro sledovani vlivu patofyziologie poranéni, farmakologické
studie riznych preparatii a faktortt (Kwon et al., 2002). Dobfe umoZnuji takeé sledovat
funkéni efekt experimentdlni lécby (behaviordlni testovani). Nevyhodou je
v porovnani s ostrymi modely horsi moznost sledovani regenerace misnich drah ¢i
jednotlivych nervovych vladken. Nejstarsim modelem je , weight drop model” (Allen
1911), jehoZ principem je upusténi zavazi o definované hmotnosti z definované
vysky. Jistou modifikaci tohoto nejstarstho modelu jsou nové, a technicky
sofistikovanéjsi, modely pomoci NYU (New York University) impaktoru (Gruner
1992) ¢ OSU (Ohio State University) impaktoru (Bresnahan et al., 1987). Mezi dalsi
podskupinu neostrych modelt patfi rizné komprese michy, napfikladem parafinem
(Ayer 1919), prstem (McVeigh, 1923), aneuryzmdlni svorkou (Rivlin a Tator, 1978),
nebo balonkova kompresni léze (Tarlov et al., 1953, Khan a Griebel, 1983, Vanicky et
al., 2001, Urdzikova et al., 2006).

Balonkovi kompresni léze ma mnoho vyhod. Dobfe napodobuje realnou
klinickou situaci pfi poranéni michy, napfiklad pfi utlaku michy pfi kompresivni
fraktufe obratlového téla, nebo pfi traumatickém vyhfezu meziobratlové ploténky.
Dalsi vyhodou je mald invazivita. Neni nutné provadét laminektomii nad mistem

poranéni, coz umoZziuje nasledné proveést operaci v misté poranéni pfi minimalnim



jizveni. Béhem prvnich dnti aZ cca 2 tydnt dominuje centru poranéni nekrosa,
krvaceni a edém tkané. V priibéhu dalSich tydni se rozviji posttraumaticka
pseudocysta a atrofie michy. V experimentech, kdy implantujeme pfemostujici
materal, je proto vhodné jej aplikovat aZ s odstupem, nikoliv ihned po indukci
miSniho traumatu. Timto modelem lze tedy dobfe napodobit i moznou budouci

klinickou situaci pfi vyuZiti takovych biomaterial(i u pacient(i s poranénim michy.

1.4. Experimentalni terapie poranéni michy pomoci biomateriali

1.4.1. Biomaterialy - obecné
Misni 1éze, tvofena kombinaci glidlni a mezenchymalni jizvy a posttraumatickych

pseudocyst, je pfekazkou pro regeneraci axonti. Jednou z metod experimentalni

lé¢by miSniho poranéni je vytvoreni prfemosténi pres misto léze, Mnoho pfirodnich a

umélych biopolymeri se uziva v pfemosténi experimentalniho poranéni michy.

Idedlni materidl by mél mit nékolik vlastnosti:

1. Byt imunologicky inertni. Nemél by indukovat reakci proti cizimu télesu.

2. Fyzikdlni vlastnosti by se mély co nejvice bliZit extracelularnimu prostfedi
centralniho nervového systému, umoznit difzi neurotrofnich faktort

3. Biomateridl by mél poskytovat podptrnou strukturu k umoznéni regenerace
misni tkané - axony, glidlni buniky, cévy, apod.

4. Biomateridl by mél byt dostatecné meékky, aby pfi jeho aplikaci
nezpusoboval poranéni okolni miSni tkané a také aby tento implantat dobfe

k misSni tkani adheroval a zajistil idedlni vyplnéni posttraumatické kavity.

Mezi pfirodni materidly patfi napfiklad kolagen nebo alginatovy hydrogel.
Implantace mrazem susSeného algindtu do posttransekcéni dutiny novorozenych ¢i
mladych laboratornich potkani stimulovalo nejen vrtstani velkého poctu
nemyelinizovanych a myelinizovanych vlaken do hydrogelu (Kataoka et al., 2001,
Suzuki et al., 1999), ale tvofila se funkcni spojeni pres kavitu spolu s formaci

synaptickych spojeni s neurony distalné od kavity (Suzuki et al., 2002).



Syntetické biodegradabilni implantaty zahrnuji napfiklad polyetylenglykol,
tibrinové lepidlo nebo komeréné vyrabény Matrigel (Becton Dickinson Labware,
Bedford, MA, USA) ¢i hydrogely. Po implantaci bioimplantatu PLGA osazeném
neuralnimi kmenovymi bunkami, bylo nalezeno mnoho regenerujicich axont
v implantatu a v misni tkani pod mistem traumatu. Jak bunécné tak nebunécné
implantaty zmensily kavity a zlepSily funkcni vysledek, coz pretrvalo az 1 rok po
poranéni (Lavik et al. 2002). Po implantaci samotného Matrigelu poranéné axony
neregenerovaly. Na druhou stranu Matrigel pouzity jako nosi¢ exogenniho
vaskuldrniho endotelidlniho ristového faktoru nebo adenoviru kodujiciho
vaskularni endotelidlni réistovy faktor stimuluje prodlouzeni axonti a redukuje
odumirani poranénych kortikospinalnich vldken (Facchiano et al., 2002).

Vyhoda uzivani umélych biomateridlt je v tom, Ze miizeme kontrolovat jejich
vlastnosti. Dulezitd je velikost port, které podporuji regeneraci axont. Nékolik
skupin se pokusilo vytvofit biomateridly s orientovanymi pory, aby tak dosahli
smérové indukované regenerace axont (Dalton et al. 2002, Prang et al. 2006). Prang
ukazal, Ze po implantaci alginatovych hydrogelii s orientovanymi pory do akutniho
poranéni michy, tyto skutecné smeérovaly regeneraci axont. Dale pridanim
dospélych neurdlnich progenitorovych bunék do pdrtt podpofilo regeneraci axonti
v kontaktu sburikami. Dal$im dtlezitym faktorem je mechanicka stabilita
bioimplantatu. Marchand pocatkem 90. let na kolagenovém implantatu, ktery byl
stabilni 2-3 mésice ukdzal, Ze nezajisti stabilni axondlni regeneraci, zatimco
prodlouZenim stability kolagenového implantatu pomoci zesitovani zlepsilo
mechanické vlastnosti a zajistilo regeneraci axoni po dobu vice nez 6 mésict
(Marchand et al., 1993). Casovy faktor je obzvlasté dulezity p¥i dnesnich snahach o
syntézu biodegradabilnich implantatd.

Je také mozné ménit vlastnosti povrchu bioimplantatu, abychom zlepsili jeho
biologické vlastnosti. Modifikaci agarového gelu extracelularnim proteinem
lamininem ¢i nervovym ruastovym faktorem (NGF) statisticky vyznamné zvysilo

prodlouzeni vldken ganglii zadnich rohtt miSnich (Yu et al. 1999).



1.4.2. Hydrogely

Hydrogely jsou syntetické polymery. Maji vysoce porézni strukturu, kdy
velikost porti se pohybuje od 10-100 (Pfadny et al. 2003, 2005; Lesny et al. 2002, 2006,
Woerly et al. 1992, 1999; Bakshi et al. 2004, Prang et al. 2006). Maji vysoky obsah vody
(70-90%).

Historie uziti hydrogeli pro medicinské ucely je pomérné dlouha (Wichterle
and Lim 1960) a jejich vyznam postupné roste. U experimentalniho poranéni michy
se uzivaji hydrogely jako implantaty slouzici k pfemosténi posttraumatické kavity s
cilem poskytnout nervové tkani “leSeni”, které by podporilo regeneraci nervovych
vldken pfes centrum poranéni a umoznilo tak vytvorit tak nova nervova spojeni mezi
kranidlnim a kaudalnim koncem misnim.

Pokroky v chemii syntetickych polymert umoznily, Ze hydrogely jsou jedny z
nejslibnéjSich biomaterali v soucasném vyzkumu misniho poranéni. Nékteré jejich
vlastnosti jsou velmi vyhodné k pouziti pravé v oblasti vyzkumu regenerace misni
tkané:

1) vzhledem k tomu, Ze se jedna o syntetické biomateridly, mohou byt vyrabény ve
velkém mnozstvi a mtizeme je mit k dispozici pfedem

2) neni nutny odbér tkané z pacientova téla ¢i téla jiného darce, ¢imz
minimalizujeme dalsi invaze

3) jejich chemické a fyzikalni vlastnosti miiZeme ménit s cilem zlepsit jejich adaptaci
v misni tkani a zlepsit jeji regeneraci

4) diftzni parametry u hydrogeli po implantaci jsou obdobné tém ve vyvijejici se
nervové tkani (Woerly et al., 1999)

5) jejich vlastnosti umoznujici rekonstrukci miSni tkdné mohou byt jesté
zdokonaleny kombinaci s jinymi terapeutickymi modalitami, jako napf. v
kombinaci s kmenovymi burikami, neurotrofiny ¢i signalnimi sekvencemi (Loh et

al., 2001, Teng et al., 2002, Woerly et al., 2001)



142.1. Hydrogely zaloZené na  hydroxyetylmetakrylatu = (HEMA) a
hydroxypropylmetakrylamidu (HPMA)

Poly(2-hydroxyetylmetakrylat) (pHEMA) and polyN-(2-hydroxypropyl)-
metakrylat jsou syntetické polymery (obr. 3). Nase predchozi studie ukazaly, Ze jejich
viskoelastické vlastnosti se podobaji nervové tkani (Woerly 1999, Lesny et al., 2002).
Hydrogely na bazi HEMA jsou ve svété pouzivany nékolika skupinami zabyvajicimi
se vyzkumem regenerace poranéné michy (Pfadny et al. 2003, 2005; Lesny et al. 2002,
2006; Dalton et al, 2002, Bakshi et al., 2004). Zménou povrchového naboje hydrogeli
za pouziti kopolymerd a polyelektronovych komplexti lze dale ménit jejich
mechanické vlastnosti nebo obsah vody v rovnovazné-zbobtnalém stavu (Pfadny et
al., 2005). ZvySené vristani vazivové tkané spolecné s nervovymi elementy (NF160+
neurofilamenta a Schwannovy burky) bylo pozorovano u hydrogeld HEMA
s pozitivnim nabojem. V in vitro experimentech pak HEMA+ hydrogely podporovaly
rist kmenovych bunék kostni dfené na 3D strukturdch hydrogeld v porovnani
s HEMA hydrogely s negativnim povrchovym nabojem (Lesny et al. 2006).

Dal$i metodou ke zlepSeni axonalni regenerace je zlepSeni adhezivnich
vlastnosti hydrogelu. Woerly et al. studoval hydrogel HPMA s navazanou
peptidovou sekvenci (RGD), ktera zlepSuje adhezivitu bunék. Po implantaci
hydrogelu HPMA-RGD se zlepsila adheze k okolni nervové tkani a propagaci
vristani a $ifeni astrocyt(i a axont uvnitf implantatu (Woerly et al., 1995). Adhezivni
vlastnosti hydrogelti mohou byt zlepSeny pouZzitim rtiznych funkcénich skupin s
kladnym ¢i zdpornym ndbojem. Ganglia zadnich rohti miSnich v kultufe na
agarozovém hydrogelu s kovaletné navdzanym chitosanem (polycationic
polysaccharide) vyznamné prodlouzila délku regenerujicich axont (Dillon et al.,
1998). Kombinace implantace biomateridlu s neurotrofickymi faktory mnebo
kmenovymi burikami mtiZze také zlepsit vysledky regenerace nervové tkané. Loh et
al. zjistili, Ze pfidanim BDNF (brain derived neurotrophic factor) ¢i CNTF (ciliary
neurotrophic factor) se vyznamné prodluzuje vzdalenost vristani axonti do

implantdtu v porovnani s implantaci prostého hydrogelu (Yu et al. 1999, Loh et al.



2001). Tsai et al. pouzili implantaci pHEMA hydrogelu spolu s réznymi
kombinacemi biomateriali a rastovych faktorti u modelu transekce michy. V této
studii ukazali, Ze kombinace riznych biomaterialt s riistovymi faktory mize pomoci
selektivni regeneraci kmenovych drah (Tsai et al. 2006). V naSich studiich jsme
pouzili oba typy hydrogelovych implantatti (Lesny et al. 2002, Woerly et al. 1999,
Pradny et al. 2006, Hej¢l et al. 2008).

Obr. 3: Typy hydrogelii

A. HPMA-RGD hydrogel B. HEMA hydrogel C. Biodegradabilni hydrogel, édstecné degradovany po 2 dnech.

1.4.2.2. Hydrogely s pozitivnimi a negativnimi naboji

Jak jiz bylo uvedeno, jednou z vyhod uziti syntetickych biomateridlt je
moznost ovlivnit jejich vlastnosti, vcetné napf. povrchového naboje. Vliv
povrchového naboje na riist bunék byl studovan od roku 1975, kdy cilem bylo
dosahnout lepsi kultivacni podminky ve zkumavkach. Dnes je dobfe znamo, Ze
mnoho typli bunék, véetné bunék neuroblastomu (Soekarno et al. 1993), 1épe adheruji
k pozitivné nabitym povrchiim. Byla pozorovana zlepsena adherence a snizena
migrace mesenchymalnich bunék kostni difené (MSCs) na povrchu potaZeném
pozitivné nabitym indium oxidem cinu (ITO; Qiu et al. 1998). Na naSem pracovisti
jsme provedli studii ristu mesenchymalnich bunék kostni dfené (MSCs) in vitro na
makroporéznich gelech na bazi HEMA. Byly studovany 4 typy hydrogelu HEMA.
Lisily se rliznym povrchovym nabojem. Kopolymer HEMA s natrium metakrylatem

(MA-) mél negativni povrchovy ndboj, kopolymer HEMA s [2-



(metakryloyloxy)ethyl] trimethylamoniem (MOETA+) mél pozitivni elektricky naboj
a terpolymer HEMA, MA- a MOETA+ mél jak pozitivni, tak i negativni elektricky
naboj. Ctvrtym typem byly polyeletronové komplexy (PEC), které byly “stinény”
protinaboji, a tak byl jejich celkovy naboj neutralni. Hydrogely mély obdobnou

porozitu, coz bylo nepfimo prokazano iontoforetickou metodou (Lesny et al. 2006).

1.5.2.3. Biodegradabilni hydrogely

Biodegradabilni ¢i vstfebatelné hydrogely reprezentuji vyznamnou skupinu
biomaterialti. Podstata jejich uziti u poranéni CNS je v tom, ze mohou poskytovat
podptlirnou srukturu na prorustani element(i nervové tkané a pozdéjiv situaci kdy
bylo vytvofeno pfemosténi dostatecné adherujici k misni tkani, tyto materially se
postupné vstfebaji, a tak se eliminuje hmota ciziho materidlu z michy. Tyto materidly
vSak maji i svd omezeni. Neni napfiklad zndma idedlni doba resorbce. DalSim
problémem je nebezpeci vzniku neurotoxickych rozpadovych produkta (Novikov et

al., 2002; Novikova et al., 2003).

1.4.3. Kmenové bunky

Kmenové buriky jsou charakterizovany schopnosti sebeobnovy a schopnosti
diferenciace do jakékoliv buriky v organismu. V uz$im smyslu tuto definici splnuji
embryondlni kmenové burky (ESC). Existuji vSak i somatické kmenové buriky, které
jsou soucasti jiz urcité tkané prfi narozeni. Tyto se nazyvaji dospélé (adultni)
kmenové burniky. Tyto buriky se nachazeji také v détském véku a v pupecnikové krvi.
Kmenové bunky Ize tedy rozdélit na embryonadlni, fetdlni a dospé€lé (adultni)

kmenové buriky.

1.4.3.1. Embryonalni kmenové bunky (ESC)
ESC jsou pluripotentni bunky izolované z vnitini vrstvy blastocysty (Gerlach

et al., 2002), které mohou diferencovat v organismu (Nagy et al., 1993). ESC maji



schopnost se ménit v neurony a gliové bunky, které v nékterych pripadech mohou
exprimovat markery typické pro nékteré tfidy neuront (Nunes et al. 2003).

U SCI maji embryondlni kmenové buriky velky terapeuticky potencial. ESC
mohou nahradit neurony a bunky glie (Liu et al., 2000). Neurony vzniklé z ESC po
injekéni aplikaci do poranéné michy v tkani prezivaji a jsou schopny se do ni
integrovat (Deshpande et al., 2006). Také mysi ESC implantované do SCI u potkana
vedly k funkénimu zlepSeni (McDonald et al., 1999).

Existuje riziko rejekce ESC po transplantaci do tkdné dospélého jedince, proto
je nutna dlouhodoba imunosupresivni lécba (Nussbaum et al., 2007).

Mezi omezeni této lécby patfi: interindividualni rozdily v terapeutické
ucinnosti v zavislosti na integraci implantované tkani, nezadouci uc¢inky — dyskinéza,
Spatna moznost kontroly diferenciace bunék s rizikem rtistu tumortt (Nussbaum et
al., 2007; Hagell et al., 1999). JelikoZ ESC jsou pluripotentni buriky, jejich uZiti je
spojeno s rizikem vzniku tumord (Hagell et al., 1999). Moznym zptisobem eliminace
tohoto rizika je prisnad charakterizace implantovanych ESC, nebot jak se ukazuje,
v urcité fazi pasaZovani je nizka tumorigenni aktivita (Seminatore et al., v tisku). Dalsi

moznosti je vyuZiti neuralnich fetalnich prekurzort.

1.4.3.2. Indukované pluripotentni kmenové buriky

Uziti embryondlnich kmenovych bunék je zatizeno etickymi a logistickymi
problémy. Proto je cilem regenerativni mediciny vyvinout takové burky, které by
byly pluripotentni, aniz by bylo nutno pracovat slidskymi embryi. Indukované
pluripotentni kmenové bunky (iPSC) patfi mezi nové metody regenerativni
mediciny. Vroce 2006 Takahashi a Yamanaka dokdzali pfeménit dospélé mysi
fibroblasty pomoci ektopické exprese selektovanych skupin transkripénich faktort
do pluripotentnich bunék (Takahashi a Yamanaka 2006). Nasledné studie ukazaly, Ze
tyto burnky jsou skutecné velmi podobné embryondlnim kmenovym burikdm
(Maherali et al., 2007; Okita et al., 2007). U lidskych somatickych bunék se takova

preména na iPSC podafila o rok pozdéji (Takahashi et al., 2007).



Geneze iPSC se sestava z nékolika krokui: 1. vybér faktort k pfeprogramovani
bunék 2. metody prenosu téchto faktort 3. vybér cilovych bunék 4. parametry
exprese téchto faktorti, jako je ¢asovani a jejich mnozstvi 5. podminky bunécénych
kultur 6. identifikace a typizace pfeprogramovanych bunék (Maherali a
Hochedlinger 2008).

Prvni prace s preprogramovanim mysich fibroblastii pracovala s24 geny,
které byly povazovany za dilezité pro udrzeni buriky v pluripotentnim stavu. Tento
pocet genti byl nasledné redukovan tak, az dostacovaly k pfeprogramovani bunek
pouze tyto ctyfi faktory: Oct4, Sox2, c-Myc a Klf4. Postupnou optimalizaci se
redukovaly dalsi faktory. Dle poslednich studii se klicovymi faktory jevi byt Sox 2 a
Oct4 (Verfaillie 2009). Vyznamnym krokem je eliminace faktoru c-Myc, ktery casto
spoustél v transplantovanych mysich nadorové bujeni

Pivodni prace pouzivaly retrovirové ¢i letivirové vektory, coz zpusobuje
riziko vzniku naddort pfi spontanni reaktivaci viralnich transgent (Okita et al., 2007).
Nejnovéjsi studie vsak ukazuji, Ze je mozné vytvorit iPSC pomoci inzerce plazmidd,
adenovirovych vektorti, transpozénti, nebo rekombinantnich proteinti, zvlasté
posledni jmenované dale pfiblizuji tuto technologii do klinického uZziti (Yu et al.,

2009; Woltjen et al., 2009; Okita et al., 2008; Stadtfeld et al., 2009).

1.4.3.3. Fetalni kmenové burky

Uziti fetdlni tkané dosdhla zatim nejvétsiho klinického rozsifeni v lécbé
pacienti s Parkinsonovou nemoci. Fetalni tkan obsahujici dopaminergni ventralni
mesencefalické neurony byly implantovany u pacienti s Parkinsonovou nemoci
s rozlicnymi klinickymi vysledky (Hagell a Brundin 2001; Lindvall a Hagell 2001).

V roce 1993 Bregman et al. implantovali fetdlni misni tkan u potkant se SCI.
Transplantaty v misni tkani prezily. Vytvofila se funkéni synapse mezi implantatem
a miSni tkani, coz vedlo kfunkénimu zlepSeni (Bregman et al, 1993). Fetdlni
serotoninergni neurony byly injikovany do modelu chronického misniho poranéni,

transekce misni. Tyto bunky projikovaly do Sedé hmoty misni bézné inervované



serotoninergnimi axony. U modelu kontdze misni implantovana tkan preZila
v modelu misSni tkdné vice nez 2 roky (Reier et al., 1992). Zasadnim limitem této lécby
je vSak nutnost velkého mnozstvi fetdlni tkané, coz je spojeno s etickymi problémy.

Rozvoj v biologii kmenovych bunék umoznil uZiti neurdlnich prekurzoru.
Neuralni prekurzory je mozné ziskat jak z mozku, tak i zmichy ploda. Fetdlni
neurdlni prekurzory zmichy maji pritom nizsi prolifera¢ni aktivitu, proto se
slibnymi jevi prekurzory z mozkové tkané (Watanabe et al., 2004).

Pollock et al, (2006) pomoci genetické modifikace vytvofili klon
imortalizovanych kortikdlnich bunék mozku. Pouzili fazni protein obsahujici
promotorovy gen c-myc a hormonalni receptor, regulovany syntetickou latkou 4-
hydroxy-tamoxifen (4-OHT). V podminkach in vitro je mozné dosahnout jejich
rychlého mnoZeni. Avsak v pripadé nezadouci proliferace Ize poddnim tamoxifenu
jejich rhst zastavit. Jsou schopny se diferencovat do neuronti a astrocytti. Jejich
implantace v modelu ischémie mozku zlepsila statisticky vyznamné senzitivni a
motorické funkce 6-12 tydnti po implantaci. V soucasné dobé je pfipravena stabilni
linie téchto bunék za podminek GMP (good manufacturing practice) a prvni klinicka

studie s pacienty po iktu zac¢ne pristi rok ve Velké Britanii.

1.4.3.4. Dospélé kmenové bunky
1.4.3.4.1. Kmenové buitky CNS

Vmozku a misSe dospélého jedince existuji oblasti, kde jsou generovany
kmenové bunky (neural stem cells — NSCs). Vmozku je to dominantné
subventrikuldrni zona (SVZ) postrannich komor a subgranuldrni zona gyrus
dentatus. Déle se kmenové buriky CNS nachézeji ve sténé 3. a 4. komory a v miSe
v okoli centrdlniho kanalu (ependymalni buriky, Weiss et al., 1996). Jejich vyznam
zatim neni zcela jasny. V hipokampu se predpoklada jejich prfinos pro tvorbu paméti
(Kempermann 2002).

Zatimco endogenni NSCs jsou schopny generovat prakticky exkluzivné

neurony, in vitro jsou schopny generovat neurony, astrocyty i oligodendrocyty.



Poskozeni CNS (mozku i michy) zvySuje mnoZstvi NSCs v subventrikuldrni zéné i
v okoli centralniho kandlu (Friesel a Maciag, 1995). Humanni neuralni prekurzorové
buriky po implantaci do poranéné michy potkana jsou schopny nadéle proliferovat
(Emgard et al., 2009). Implantované NSCs u misniho poranéni po 2 tydnech od misni
léze generuji u 50% bunék oligodedrocyty a myelinizuji axonti. V konecném

dtsledku se zlepsi motorika zadnich koncetin (Karimi-Abdolrezaee et al., 2006).

1.4.3.4.2. Kmenové buriky kostni dfené

Kmenové buriky kostni dfené se uzivaji v 1écbé pacienti s hematologickymi
onemocnénimi mnoho let. Biologie kmenovych bunék se v poslednich dekadé
rozvinula a ovlivnila vyrazné i oblast vyzkumu v neurovédach. V poslednich letech
se mezenchymové bunky kostni dfené (MSCs — mesenchymal stem cells) pouZzivaji u
mnoha poruch CNS, vcetné poranéni michy (Prockop 1997, Jendelova et al. 2004,
Sykova a Jendelova 2005, Nandoe et al. 2006, Sykova et al. 2006a,b, Sykova a
Jendelova 2006, Urdzikova et al. 2006, Sykova and Jendelova 2007a,b). Bylo
prokdzano, Ze transplantované burlky kostni dfené maji schopnost zvysit expresi
rustovych a trofickych faktorti pri ischémii mozku potkana (Chen et al., 2002).
Mezenchymové bunky kostni dfené maji schopnost migrovat do mista postizeni
v zavislosti na mistnich indukénich signdlech. In vitro jsou schopny se diferencovat
do osteoblastti, chondrocyti, adipocytt a myoblastti (Pittenger et al., 1999; Prockop
1997). Po transplantaci do mozku reaguji MSCs na vnitini signaly a mohou ochranit
¢astecné poskozené buriky a zrychlit regeneraci pomoci rtistovych faktora (Kopen et
al. 1999, Brazelton et al. 2000, Urdzikova et al. 2006, Sykova a Jendelova, 2007a). V
experimentdlni studii provedené na naSem pracovisti jsme porovndvali aplikaci
MSCs, frakci cerstvé pfripravenych mononukleari kostni dfené a kostni dfen
stimulovatou granulocyty stimulujicim faktorem (G-CSF). VSechny tfi lécebné
modality statisticky vyznamné zlepsSily motoriku a ¢iti zadnich koncetin potkana v
porovnani s aplikaci fyziologického roztoku. Morfometricka analyza take prokazala

statisticky vyznamné zvySeni objemu zachovalé bilé hmoty (Urdzikova et al. 2006).



Klinicka studie

Pouziti kmenovych bunék kostni dfené v bunécné lécbé miize mit nékolik
vyhod oproti pouZiti jinych zdroji bunék: je mozné je pomérné jednoduse izolovat,
mohou se pouzivat pri autolognich transplantacich a navic kmenové bunky kostni
dfené se jiz dlouho pouZzivaji v 1écbé onemocnéni hematopoietické tkané. Ve Fakultni
nemocnici Motol v Praze probéhla klinickd studie faze I/II, kterd zkoumala
bezpecnost aplikace, terapeutické okno, zptisob aplikace a funkéni efekt autolognich
bunék kostni dfené bez manipulaci u pacientti s transverzalni misni 1ézi (Sykova et
al., 2006a). Tato studie ukdzala, Ze implantace autolognich bunék u pacienta s
poranénim michy je bezpecna. Dale ukazuje, Ze implantace bunék v terapeutickém
okné 3-4 tydny po poranéni miize hrat vyznamnou roli v 1écbé, coz je ve shodé se
studiemi u hlodavct. Ackoliv bylo pozorovano funkéni zlepSeni u nékterych
pacientt, je nutné provést studii vétsi s homogennéjsi skupinou pacienti a tuto
porovnat s kontrolni skupinou, nezli bude moci jednoznacné prokazat efekt

kmenovych bunék.

1.4.4. Schwannovy bunky

Implantace tkané periferniho nervového systému zlepsuje regeneraci v PNS i
u miS$nich traumat (Jones et al., 2001). Tato schopnost je dana hlavné diky
Schwannovym bunkam, které vytvareji permisivni prostfedi diky produkci
extraceluldrni matrix, adhezivnich molekul, integrinti a neurotrofnich faktorti (Bunge
2001; Geller a Fawcett 2002). Schwannovy bunky maji také vyznamnou roli
v distalnim segmentu u poranéni PNS a pfi tvorbé synapsi (Son et al., 1996). Vysoce
Cisté kultury Schwannovych bunék mohou byt ziskdny z nervovych autografti, coz
lze vyuzit pri implantaci autolognich bunék (Jones et al. 2001). Nevyhodou
implantace do miSniho poranéni je, Ze axony vrustaji do Stépti ze Schwannovych
bunék, avsak nedokazi ptejit zpét do CNS (hranice Schwannovy burky — astrocyty,

Bunge 2001). Stejné tak Schwannovy buriky nedokaZou myelinizovat axony mimo



oblast poranéni (Xu et al., 1995b). Navic mohou Schwannovy bunky podpofit tvorbu
chondroitin sulfat proteoglykanu (Lakatos et al., 2000) a nejsou schopné podporit
regeneraci v prostfedi bohatém na astrocyty (Franklin a Barnett, 1997). Proto i pfes
nékteré priznivé vysledky s pouzitim Schwannovych bunék se zdd, Ze nejvétSim
pfinosem bude jejich kombinace s jinymi terapeutickymi pristupy (Bunge et al., 2001;

Jones et al., 2001).

1.4.5. Olfaktoricka glie (OEG - olfactory ensheathing glia)

OEG se nachdzeji bud v ¢ichovém epitelu, kde pomadhaji ristu axona pres
hranici PNS-CNS, nebo centralné, tedy v olfaktorickém bulbu (Lu a Ashwell, 2002,
obr. 4). OEG migruji spolu s rostoucimi axony a podporuji riist axonti a jejich preziti
tim, Ze podporuji neurotrofni faktory a molekuly adheze bunék. OEG poskytuji
permisivni prostfedi pro riist axonti a ticinné podporuji rist axonti skrze glialni jizvu
(Ramon-Cueto et al. 1994; Ramon-Cueto et al. 1998). Tyto bunky ukdazaly pozitivni
ucinek na regeneraci jak v PNS (Verdu et al., 1999), tak i v CNS (Li et al., 1997;
Ramon-Cueto et al. 1994; Ramon-Cueto et al. 1998, Amemori ef al., v tisku). VétSina
experimentalnich praci byla provedena s pouzitim OEG z CNS z olfaktorické bulbu
(Lu a Ashwell, 2002). OEG pfi implantaci do miSni transekce podporily regeneracni
ucéinek Schwnanovych bunék tim, Ze umoznily rozsdhlou regeneraci skrze glidlni
jizvu a dovolily rtst axontti na dlouhou vzdalenost (Ramon-Cueto et al., 1998).
V dlouhodobych studiich OEG injikované do transekce michy podpofily axonalni
regeneraci na dlouhou vzdalenost, coZ mélo za nasledek zlepSeni motorickych a
sensitivnich funkci 7 mésicti po transplantaci (Ramon-Cueto et al., 2000). Nevyhodou
OEG je jejich zdroj, tedy centrdlni nervovy systém. Proto je snahou aplikovat OEG
z C¢ichové sliznice, kde by biopsii bylo mozno ziskat OEG s mensimi riziky. Tyto
bunky lze purifikovat a namnozZit v kultufe. Implantace OEG znosni sliznice u
transekce michy ¢astecné zlepsila funkci (Lu a Ashwell, 2002).

Nékteré studie vSak zpochybnuji vyhodu OEG oproti Schwannovym burikam.

Pfi transplantaci Schwannovych bunék, OEG nebo kombinace obou typti u misni



kontize mély michy po 3 mésicich po aplikaci Schwannovych bunék vice
myelinizovanych axonti a zlep$il se funkéni stav v porovnani jak se skupinou
lécenou OEG ¢i kombinaci OEG a Schwannovy burky (Takami et al., 2002). Navic
studie uzivajici OEG a dokazujici dobrou myeliniza¢ni schopnost téchto bunék
mohly byt kontaminovany Schwannovymi burikami. Purifikované kultury OEG
neformovaly melin a neukdzaly asociaci s axony jako u Schwannovych bunék. Proto

je nutno dalsich studii s purifikovanymi kulturami OEG (Plant et al., 2002).

olfaktoricky bulbus ?ra"
centrilni zdroj OEG raly /
um:

¢ichova sliznice um:
zrally

perifernt zdroj OEG
Obr. 4: Zdroj olfaktorickych glidInich bunék — centrdlni (olfaktoricky bulbus) a periferni (¢ichovd sliznice nosni

dutiny, Lu a Ashwell 2002.)

1.4.6. Aktivované makrofagy

Komunikace mezi nervovym a imunitnim systémem hraje vyznamnou roli
v patofyziologii poranéni CNS. Makrofagy jsou atrahovany k mistu léze a pfechazeji
z krevniho obéhu do mista poranéni a jeho okoli. Jejich tilohou je vy¢istit oblast 1éze
od bunécnéeho detritu vcetné zbytkti myelinu, ktery obsahuje molekuly inhibujici
remylinizaci. Makrofagy jsou také zdrojem cytokinti a rlistovych faktord, které
mohou prispivat k regeneraci CNS (Harel et al., 1989; Heumann et al., 1987; Lindholm

et al., 1987). Implantace autolognich makrofdgli do mista transekce optického



nervu podporuje riist nervovych vlaken. Tento jev byl téZ doprovazen zlepSenym
odstranénim bunécného detritu a degenerujicich ¢asti nervii spolu s pfitomnosti
aktivovanych makrofagi/mikroglie podél distdlniho segmentu nervu (Lazarov-
Spiegler et al., 1996). Implantace aktivovanych makrofagt do transekce misSni u
potkant zlepsSila motorické funkce, jak wukdazalo behaviordlni testovani i
elektrofyziologické hodnoceni (motorické evokované potencidly, MEP). Rozsah
zlepSeni byl zavisly na davce aplikovanych makrofagti (Rapalino et al., 1998).
Naproti tomu existuji studie, které ukazuji, Ze u poranéni michy se muze zlepsit
hybnost a redukovat histopatologickych znamek misniho traumatu (morfometricka
analyza) pravé odstranénim makrofégti (Popovich et al, 1999). Cinnost
makrofagi/mikroglie mtiZze byt jak cytotoxicka, tak i protektivni, a vyznamné zalezi
na charakteru tkdné a pfitomnosti a nepfitomnosti jinych bun€k imunitniho systému,
kterym smérem se tyto reakce budou ubirat (Shaked et al., 2004). Ochranna
autoimunita je koncept formulovany skupinou prof. M. Schwartzové
z Weizmannova institutu ve mésté Rehovot v Izraeli, pomoci néhoz se snazi dokazat
moznosti zlepSeni regenerace terapeutickym ovlivnénim autoimunitni reakce pri

poskozeni CNS (Schwartz a Yoles 2006).

1.4.7. Blokada inhibicnich faktorti v CNS

Inhibicni prostfedi pro regeneraci CNS souvisi s tvorbou inhibi¢nich molekul
a latek. Caroni a Schwab poprvé objevili, Ze myelin produkovany oligodendrocyty
inhibuje regeneraci v CNS (Caroni a Schwab 1988). Jedna se o protein NI-35, také
zvany Nogo, ktery obsahuje 2 inhibi¢cni domény Nogo-A a Nogo-66 (Chen et al.,
2000). IN-1 je monoklonalni protilatka, ktera blokuje Nogo a zlepSuje regeneraci po
miSnim traumatu (Schnell a Schwab 1990). Dale byly objeveny dalsi inhibi¢ni faktory
souvisejici s myelinem, smyelinem souvisejici glykoprotein (MAG) i
s oligodendrocyty souvisejici glykoprotein (OMgp). Pfredpoklada se, Ze existuji dalsi

inhibi¢ni molekuly v myelinu, které jesté nebyly objeveny.



1.4.8. Enzymy degradujici inhibitory riistu axonti

Dalsi skupinou jsou protedzy. Protedzy Stépi inhibicni soucasti glidlni jizvy,
usnadnuji jejich odstranéni a zvysuji tak schopnost axonti vristat do mista poranéni.
Mezi takové inhibitory rastu axont vjizvé patfi nékolik soucdsti extraceluldrni
matrix, jako napf. chondroitin sulfat proteoglykany (CSPG), které jsou ve vysoké
mife syntetizovdny oligodendrocyty a astrocyty po poranéni michy a inhibuji rist
axonti (Fawcett a Asher, 1999). V experimentdlni lécbé se pouziva enzym
chondroitindza ABC, ktera stépi bocni fetézce CSPG. Tato lécba zlepSuje regeneraci

axont (Yick et al., 2000) a lepsim funkénim vysledkéim (Bradbury et al., 2002).

1.4.9. Neurotrofni faktory

Neurotrofni faktory jsou molekuly, které maji velky vyznam jak v bézné
tyziologii centrdlniho nervového systému, tak i v patofyziologii a experimentalni
1écbé. Existuje mnoZstvi neurotrofnich faktorti, z nichz mezi nejvyznamnéjsi patii
nasledujici:

NGF (nerve growth factor) je dulezZity pro vyvoj a regeneraci nervového
systému. Jedna se o nejvice prostudovany neurotrofni faktor (Lundborg 2000). NGF
je pritomen v nizkych koncentracich v perifernim nervu. Pfi jeho poranéni se vSak
upreguluji v distdlnim segmentu (Heumann et al., 1987). Podobné se pak u transekce
michy upreguluje NGF jak v proximdlnim tak i v distdlnim segmentu michy
(Murakami et al., 2002). Na bunééné arovni NGF podporuje preziti, rast a vétveni
sensitivnich neuronti, ale nema vliv na regeneraci motoneuront (Tuszynski et al.,
1996).

BDNF podporuje preziti motoneuronti a podporuje rist axontt (Henderson et
al., 1993), jak motoneuronti (Braun et al., 1996) tak i sensitivnich neuronti (Oudega et
al., 1999). Vysledky experimenttl vSak u poranéni PNS i CNS nejsou jednoznacné
(Utley et al., 1996; Menei et al., 1998), coz nejspiSe vyplyva srtzného zptisobu
aplikace BDNF. Bylo zjisténo, Ze BDNF musi byt podan ve vysokych koncentracich

lokalné, aby pozitivné ovlivnil regeneraci nervu (Jones et al., 2001).



NT-3 (neurotrophin 3), stejné jako BDNF podporuje pfeziti a rhst
motoneuronti (Henderson et al., 1993), stejné jako sensitivnich axont (Dijkhuizen et
al., 1997). In vivo NT-3 hraje velmi dtlezitou roli v regeneraci perifernich nervii a
michy (Bloch et al., 2001; Menei et al, 1998). NT-3 také zvySuje schopnost
sensitivnich axont rast z ganglii zadnich rohtit miSnich pres hranice PNS-CNS do
michy (Bradbury et al., 1999).

CNTF podporuje preziti (Gravel et al., 1997), rast (Oyesiku et al., 1996) a
vétveni (sprouting) motoneuronti (Siegel et al., 2000). mRNA CNTF se nachdzi ve
zvysSenych koncentracich blizko epicentra pfi poranéni michy (Oyesiku et al., 1997).
Aplikace CNTF po traumatu michy (Ye ef al., 1997) & periferniho nervu zvysuje
regeneraci (Newman et al., 1996). Na druhou stranu aplikace CNTF souvisi se
zvysenou glidlni jizvou (Levison et al., 1996).

GDNF (glial derived neurotrophic factor) podporuje preziti motorickych
(Henderson et al., 1994), sensitivnich (Matheson et al., 1997) i autonomnich (Buj-Bello
et al., 1995) neuronti a rist motoneurontit v CNS (Blesch a Tuszynski, 2001) a zlepsuje
regeneraci perifernich nerva (Fine ef al., 2002). Také podporuje vriistani sensitivnich
vladken z DRG pfes hranici PNS-CNS (Ramer et al., 2000).

aFGF a bFGF podporuje regeneraci perifernich nervii (Cordeiro et al., 1989) i
michy (Nakahara et al., 1996). Tyto faktory podporuji angiogenezu a mohou tak bud
pfimo ¢i nepfimo zlepsit regeneraci poranénych nervi (Friesel a Maciag, 1995).

Neurotrofni faktory podporuji preziti a riist jak motorickych tak i sensitivnich
nervli, michy, perifernich nervi a rtst nervovych vldken pies prechodnou zéonu
PNS-CNS. Avsak pri experimentalni lé¢bé poranéni nervového systému se vysledky
1é¢by 1isi diky riznym metoddm aplikace. Proto se dalsi vyzkum soustfedi na vyvoj a
standardizaci kontrolované aplikace vysokych davek neurotrofnich faktorti do mista
léze (osmotické pumpy, silikonové rezervodry, makrosféry, polymery, genova

terapie, apod.)

1.5.10. Soucasna klinicka 1é¢ba



Mezi zadsadni prvky lécby misniho poranéni v klinické praxi patfi akutni
dekomprese a stabilizace poranéné patete, aplikace kortikoid(i (metylprednizolon)
v akutni fazi a ndasledna rehabilitace, nejlépe na specializovaném rehabilitacnim
pracovisti, tzv. spindlni jednotce. V Ceské republice jsou spindlni jednotky 4 (FN
Praha-Motol, KN Liberec, FN Brno-Bohunice, FN Ostrava). Zatimco chirurgicka
lécba i nasledna rehabilitace jsou standardnimi metodami lécby pacientti se SCI,

aplikace kortikoidd zatim ztistdva kontroverzni problematikou.

1.4.10.1. Kortikoidy

Dlouhodobé diskutovanou metodou lé¢by misniho poranéni je aplikace
kortikoidt, hlavné pak methylprednisolonu. Mezi mechanismy ucinku pfi poranéni
michy se udava sniZeni zanétlivé reakce, hydrolyzy a proxidace lipid{i, redukce
misniho edému a zlepSeni pratoku v cévach poskozené michy (Xu et al., 1992, 1998;
Young a Flamm, 1982; Urdzikova, 2006, Vanicky et al., 2002). Vyznamnym milnikem
pro klinickou praxi byly vysledky klinické studie National Acute Spinal Cord Injury
Study II (NASCIS II). Podle protokolu této studie byla aplikovana inicialni davka
30mg/kg hmotnosti pacienta po dobu 15 minut. Po 45 minutach pak nasledovala 23-
hodinova infize methylprednisolonu v davce 5,4 mg/kg hmotnosti pacienta. Tato
studie ukazala, zZe u pacient(i lé¢enych methylprednisolonem do 8 hodin po vzniku
misniho traumatu dochdzi ke statisticky vyznamnému zlepSeni motorickych a
senzitivnich funkci v porovnani stémi lécenych placebem (Bracken et al., 1990).
Dal$im zavérem této studie bylo, Ze 1écba methylprednisolonem zapocata vice nez 8
lécenych placebem. Zménu v protokolu pak jesté prinesla studie NASCIS III, kterd
prodlouzila dobu aplikace methylprednisolonu na 48 hodin ve skupiné pacientti, u
kterych byla zapocata lécba v obdobi od 3 do 8 hodin po poranéni (Bracken et al.,
1997). 1 pfes tyto vysledky je studie NASCIS stale velmi debatovanou a silné
kritizovanou (Nesathurai, 1998; Hurlbert, 2000; Hugenholtz, 2002). Existuji jednotliva

pracovisté i zemé, jako mnapf. Kanada, kde aplikaci vysokych davek



methylprednisolonu u pacienta se SCI hodnoti pouze jako mozZzna lécba, nikoliv
doporucena (Hugenholtz et al., 2002). Hlavnim dtvodem je to, Ze statisticky
vyznamné vysledky byly ziskdny pouze v rdmci post hoc analyzy, nikoliv jako
vysledky primdarni studie. Existuji také protichtidné vysledky jak experimentalnich,
tak i klinickych studii (Green et al., 1980; Vaquero et al., 2006a; Oudega et al., 1999;
Bartholdi a Schwab 1995). Vyznamnym argumentem proti aplikaci kortikoidi u SCI
je zvySené riziko sepse a pneumonie u pacientt svysokymi davkami
methylprednisolonu (Bracken et al., 1990, 1997). Dosud tedy neexistuje klinicka
studie, ktera by aplikaci vysokych davek methylprednisolonu u pacientti se SCI

jednoznacné a presvédciveé obhdjila.

2. Cile prace

1. Pfemostit akutni SCI hydrogely na bazi HEMA a HPMA. Vytvorit v akutni misni

1ézi permisivni prostfedi pro regeneraci elementti nervové tkané.

2. Zlepsit premosténi akutniho misniho poranéni hydrogelem s povrchovym
nabojem. Podpofit bunécnou infiltraci hydrogelu a regeneraci axoni modifikaci
hydrogeltt povrchovymi naboji (pozitivni, negativni, pozitivni i negativni, bez

naboje).

3. Sledovat rozsah premosténi posttraumatické kavity v zavislosti na rychlosti

vstfebavani biodegradabilnich hydrogelti. Na modelu akutniho SCI pouZit



vstfebatelné hydrogely na bdazi kopolymeru HPMA a etoxyetylmetakrylatu
(EOEMA) a nalézt vztah mezi rozsahem premosténé posttraumatické kavity a

rychlosti vstfebavani hydrogelu.

4.  OdloZzenou implantaci hydrogelu (po 7 dnech) eliminovat rozvoj
posttraumatické kavity. V modelu transekce michy zjistit, zdali odloZend implantace
hydrogelu na bazi HEMA zmens$i objem posttraumatické kavity v porovnani

s akutni implantaci.

5. Premostit chronickou misni lézi hydrogelem na bazi HPMA, bud s MSCs nebo
bez MSCs. Implantaci hydrogelu do chronického SCI vytvorit permisivni prostfedi, a

tak zlepSit regeneraci axonti v chronické misni 1ézi a zmirnit atrofii michy.

6. Zlepsit motorické a senzitivni funkce zadnich koncetin u laboratornich potkanti
s chronickym SCI implantaci hydrogelu na bazi HPMA nebo hydrogelu na bazi
HPMA osetého MSCs.

3. Metody

3.1. Laboratorni zvifata

Experimenty s poranénim michy byly provdadény na dva meésice starych
laboratornich potkanech, samcich kmene Wistar. Jednalo se tedy o mladé dospélé
jedince. Hmotnostni rozmezi bylo u potkant s hemisekci a transekci 250 — 350g, u
potkanti s balonkovou kompresni 1ézi z nutnosti standardizace balonkové kompresni
léze pfi konstantni velikosti balonku 300-330g v dobé provadéni balonkové

kompresni léze.

3.2. Experimentdlni poranéni michy
3.3.1. Piiprava k experimentalni operaci michy - anestézie, medikace, predoperacni

priprava



VSechny implantace hydrogelu byly provadény v celkové anestézii. Nejprve
byl laboratorni potkan prenesen do nadoby, kam jsme vhanéli 5% smés isofluranu
rychlosti 300ml/min. Zde jsme zvife ponechali do doby, neZ bylo dostate¢né uspano
(pribliZzné 5-7 minut). Poté jsme intraperitonedlné aplikovali pentobarbital o
koncentraci 10mg/ml v ddvce 6 ml/lkg. Experimentdlni zvife jsme nechali 10-15
minut v klidu, aby nastoupala dostatecna davka pentobarbitalu. Antibiotika jsme
aplikovali bolusové pred operaci (ampicilin 0,3 ml i.m. nebo gentamicin 0,05 ml i.m.).
U experimentdlni transekce misni jsme aplikovali antibiotika — gentamicin ve stejné
davce - po operaci 1x denné po dobu 7 dntl po operaci k prevenci infekce mocovych
cest). PodkozZné byl aplikovan atropin v davce 0,2 ml k omezenti salivace. Nad hrudni
pateti byla vystfihdna srst a aplikovana lokalni anestézie (mesocain 0,3 ml s.c. a i.m.)
vzhledem k malému analgetickému ucinku pentobarbitalu. Zadni koncetiny zvirete
byly fixovany k opera¢nimu stolku. Celd operace byla provedena pod opera¢nim
mikroskopem (Zeiss) pfi 15-25 ndsobném zvétseni v aseptickych podminkach.

3.3.2. Hemisekce michy

Hemisekce je chirurgické vytéti poloviny michy obvykle vrozsahu 1-2
segmenttl. Provadéli jsme hemisekci v tirovni Th8-9. Z linedrniho kozniho fezu o
délce 2-3 cm ve stfedni ¢afe jsme stfihli podkozni tukovou tkan. Ddle jsme separovali
paraaxiadlni svalstvo a skeletizovali hrudni laminy v rozsahu pfibliZzné Th7-Th10.
Provedli jsme laminektomii Th8 ¢i Th9 se snesenim processus spinosus priléhajiciho
vyssiho obratlového oblouku — Th7 ¢i Th8. Po ziskani dostatecného pfistupu a
zajisténi hemostazy jsme provedli transverzalni durotomii od stfedni ¢ary smérem

k pravému okraji michy v délce 2 mm s naslednou hemisekci.

3.3.3. Transekce michy

Transekce michy je kompletni chirurgické pretéti michy casto s excizi 1 ¢i vice
misSnich segmentti. Transekci jsme také provadéli v urovni Th8 a pfistup byl stejny
jako v pripadé hemisekce. Jen durotomie byla provedena oboustranné od stredni

¢ary v délce 3 mm. Poté jsme provedli vlastni transekci, tedy kompletni pretéti michy



s vytétim tkané v délce priblizné Imm. Pod mikroskopem bylo nutno zkontrolovat

hlavné laterdIni recesy k ovéfeni, Ze je transekce uplna.

3.3.4. Balénkova kompresni léze

Model baldénkové kompresni léze (obr. 5), tak jak jej vyuzivame v naSich
experimentech, byl vyvinut na oddéleni neurobiologie University v KoSicich
(Vanicky et al., 2001). Vedli jsme 2-centimetrovy fez kiizi ve stfedni ¢afe v trovni
Th10-L1 za aseptickych podminek. Laminy Th10-L1 byly skeletizovany a svaly
pomoci retraktoru odtaZeny lateralné. Vybrousili jsme dirku do laminy Th10 pomoci
zubniho brousku. Poté byl zaveden 2F Fogarthyho katétr (Baxter Healthcare
Corporation, Irvine, CA) naplnény destilovanou vodou a napojen na 50 pL
Hamiltonovu stfikacku 1 cm kranidlné do dorzalniho epiduralniho prostoru. Balének
byl rychle naplnén vodou na objem 15 pl pomoci mikromanipuldtoru. Po 5 minutach

byl balének vypustén a vytazen. Svaly a kiize byly zaSity ve dvou vrstvach.
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Obr. 5: Model balénkové kompresni léze (Vanicky et al., 2001).

3.4. Implantace hydrogelu

3.4.1. Implantace hydrogelu do modelu akutniho misniho poranéni - hemisekce
U hemisekce jsme provedli excizi misni tkan€, ¢imz jsme vytvorili dutinou o

velikost priblizné 2x2x2mm. Provedli jsme dostate¢cnou hemostazu, aby byla dutina



¢ista a nevytvoril se hematom. Jeho pozdéjsi resorpce by méla za nasledek vznik
pseudocysty. Posttraumatickou dutinu jsme vyplnili pfemostujicim materidlem.
Velikost implantatu jsme pfizpusobili velikosti a tvaru vytvofené dutiny (obr. 6).
Implantat by nemél byt piili§ velky, aby se netraumatizovala okolni tkan. Na druhou
stranu mala velikost implantatu vede k tomu, Ze premosténi je nedostatecné, takze i
pres implantaci mtize vzniknout mensi pseudocysta znemoziujici dostatecnou

regeneraci mis$ni tkané.

p— SCI

implantace
hydrogelu
do kavity

3 sutura
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Obr. 6: Implantace hydrogelu do hemisekce. Vlevo nikres, vpravo redlnd situace z operace pod operacnim

mikroskopem.

3.4.2. Implantace hydrogelu do transekce akutné a po 1 tydnu

U transekce jsme provedli excizi 1-2 misSnich segmentii. Ovéfili jsme, Ze bylo
zplisobeno kompletnimu prferuSeni michy, zvlasté v laterdlnich castech patefniho
kanalu, které mohou byt hiife pfehledné z bézného pristupu. Do vytvorené dutiny
jsme implantovali pfemostujici biomateridl. Tato implantace se fidi podobnymi
pravidly jako hemisekce. Vyhodou transekce je mozZnost odloZené implantace
premostujiciho biomateridlu. Vzhledem k vyraznému jizveni epidurdlné je pozdni
implantace naro¢nd u hemisekce vzhledem k vysokému riziku poranéni michy
v okoli léze. Toto riziko je u transekce mensi. V nasi studii jsme provadéli implantaci

hydrogelu do transekce michy odlozené po 1 tydnu. Po znovuotevteni rany a protéti



jizevnaté tkané jsme odhalili seSitou tvrdou plenu. Extrahovali jsme suturu tvrdé
pleny, odsavali bunéény detritus v misté transekce a odstranili jizevnatou tkan. Do
takto ,ocisténé” dutiny jsme implantovali hydrogel. Velikost a tvar jsme opét
upravili dle pooperacni velikosti a tvaru kavity. Poté jsme znovu zasili tvrdou plenu,

svalovou vrstvu a ktizi.

3.4.3. Implantace hydrogelu do baléonkové kompresni léze (obr. 7)

Z linedrniho kozniho fezu o délce 3-4 cm ve stfedni cafe jsme prostiihli
tukovou tkan. Dale jsme separovali paraaxidlni svalstvo a skeletizovali hrudni
laminy v rozsahu priblizné Th7-Th1l. Provedli jsme laminektomii Th7-10. Rozsah
laminektomie jsme upravili dle peroperacniho nalezu poranéni michy (vyska
poranéni, rozsah poranéni). Po zajisténi hemostdzy jsme provedli longitudindlni
durotomii ve stfedni c¢afe dle rozsahu misniho poranéni v rozsahu 1-3cm. Tvrdou
plenu jsme nékdy vyvésili stehem ke strané k zajisténi dostatecného pfistupu
k poranéné misSe. Nad centrem misniho poranéni provedli longitudinalni dorzalni
myelotomii. Dostali jsme se do pseudocysty a evakuovali bunécny detritus. Do této
pseudocysty jsme implantovali pfemostujici materidl. Pfed vlastni implantaci jsme
zajistili hemostdzu, aby se nvytvofil hematom, ktery by komprimoval michu.
Velikost implantovaného materidlu jsme prizplisobili velikosti pseudocysty tak,
abychom vyplnili pseudocystu v celém rozsahu, ale aby neptisobil nadmérnym
tlakem na okolni miSni tkdn. Tvrda plena byla zaSita pokracujicim stehem (10/0,
BBraun). Nasledné jsme seSili pokracujicim stehem svaly a ktZi (4/0, Chirmax).

Tato situace imituje i moznosti i redlnou klinickou situaci, nebot v klinické
praxi v budoucnosti pfi implantaci pfemostujiciho materialu bude toto mozné az po

stabilizaci klinického (neurologického) stavu.



Implantace
hydrogelu ; i

Obr. 7: Implantace hydrogelu do balonkové kompresni léze.
A. Balénkovi kompresné léze. B. Vznik posttraumatické pseudocysty 5 tydnii po BCL. C. Implantace hydrogelu

5. tyden po BCL z 2-etidZové laminektomie.

3.5. Metodika hodnoceni vysledki
3.5.1. Behavioralni testovani
Testovdni motorickych funkci

K testovani hybnosti zadnich koncetin po poranéni michy existuje nékolik
testt. Testovani pomoci Skaly dle Bassa, Bresnahana a Beattieho (BBB skore; Basso et
al., 1995) je dnes nejcastéji pouzivanym testem motorickych funkci. Skéla je v rozsahu
0 az 21 bod®; 0 znamend zadny pohyb, tedy paraplegii, a 21 pak uplna hybnost
dolnich koncetin. Testovali jsme jedenkrat tydné kazdou ze zadnich koncetin zvIast.

Tabulka 4: BBB skére

Hodnota




Charakteristika

Z4dny viditelny pohyb zadnich kondetin.

Nepatrny pohyb jednoho nebou dvou kloubti, obvykle kycle

a/nebo kolene.

Vyrazny pohyb jednoho kloubu.
Vyrazny pohyb jednoho kloubu a nepatrny pohyb dalsiho kloubu.

Vyrazny pohyb dvou kloubti.

Nepatrny pohyb vsech tii kloubti.

Nepatrny pohyb dvou kloubti a soucasné vyrazny pohyb tietiho.

Vyrazny pohyb dvou kloubti a souc¢asné nepatrny pohyb tietiho.

Vyrazny pohyb vsech tfi kloubti.
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Zametani bez vahové podpory.

Plantarni umisténi packy bez vahové podpory.

Plantarni umisténi packy s vdhovou podporou pouze ve stoji.
Obcasnd, castd nebo konzistencni chiize po dorsum pedis

s vahovou podporou a absenci plantarniho umisténi packy.

10

Obcasné plantarni umisténi packy s vahovou podporou a zadna

predozadni koordinace.

11

Casté az konzistenini plantdrni umisténi packy s vahovou

podporou a zadna predozadni koordinace.

12

Casté az konzistentni plantdrni umisténi packy s vahovou

podporou a obcasna predozadni koordinace.

13

Casté az konzistencni plantarni umisténi packy s vahovou

podporou a castd pfedozadni koordinace.

14

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a
konzistentni pfedozadni koordinace. Packa je rotovana zevné

nebo navnitf pfi zvednuti packy a pfi prvnim kontaktu.

15

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a
konzistentni pfedozadni koordinace. Zadné nebo obc¢asné zvedani

prstii. Packa je paralelné k télu pfi prvnim kontaktu.

16

Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a




konzistentni pfedozadni koordinace. Casté zvedani prstii. Packa je

paralelné k télu pfi prvnim kontaktu a rotovana ve fazi zvednuti.

17 Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a
konzistentni pfedozadni koordinace. Casté zvedani prstii. Packa je

paralelné k télu pfi prvnim kontaktu i ve fazi zvednuti.

18 Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a
konzistentni pfedozadni koordinace. Konzistentni zvedani prst.
Packa je paralelné k t€lu pfi prvnim kontaktu a rotovana ve fazi

zvednuti.

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

Ocas je pfi zemi ¢ast nebo celou dobu.

20 Konzistentni plantarni umisténi packy s vahovou podporou a
konzistentni pfedozadni koordinace. Konzistentni zvedani prsta.
Packa je paralelné k télu pfi 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 prst.

Stabilita trupu. Konzistentni zvedani ocasu.

Testovdni senzitivnich funkci

K testovani senzitivity u potkand s poskozenim michy jsme vyuzili plantarni
test (Plantar test — Ugo Basile, Comerio, USA). Tento test méfi rychlost reakce
(odtazeni packy) na tepelny stimulus. Testovani probihalo 1x tydné (pred

poranénim, 1 den po poranéni a dale 1x tydné) nezavislym jedincem.

3.5.2. Hodnoceni magnetickou rezonanci



Micha byla vySetfena na experimentalnim pfistroji MR Bruker Biospec 47/20 o
sile 4,7 T svnitfnim primérem magnetu 20 cm s gradientnim systémem o sile
200mT/m a patefni civkou vlastni vyroby (Burian 2004). Sagitalni fezy (obrazova
matice 512x160 bodti, zorné pole o velikost 10x3cm, tloustka fezu 0,5mm a mezerou
mezi fezy 0,5mm a echo-casem 70ms s repeticnim casem 2800 ms) byly snimany
béznymi RARE sekvencemi s turbo faktorem 8.

U experimentti sbalénkovym poranénim michy byly michy potkant
vySetfovany in vivo v tydennich intervalech po poranéni a nasledné 1-2 tydny po
implantaci hydrogelu. Posledni vysetfeni probéhlo pfed perfazi potkana. U potkant
s transekci byly provedena vySetfeni michy ex vivo po extrakci useku patefe

obsahujiciho poranény segment misni.

3.5.3. Retrogradni barveni

Provedli jsme laminektomii Th12 a Thl3 v celkové inhalacni anestézii
(isofluran). Stereotakticky jsme injikovali 2 pl 2% hydroxystilbamidinu (Fluorogold,
Invitrogen) pomoci pfistroje Nano-Injector (Stoelting Co.) do dorzalnich sloupcti. Po
2 dnech byla zvifata transkardialné perfundovana fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfatem (PBS) a ndsledné 4% paraformaldehydem. Nasledné byly
michy standardné vyjmuty z patefniho kanalu a nakrajeny na 40 um. Tyto fezy byly
nejprve inkubovany s protilatkou anti-fluorogold (1:10 000, Chemicon International)
s kozi sekundarni protilatkou proti kralikovi (1:1000, Vector Labs). Nasledné byl na
fezy aplikovan Vectastain ABC reagent (Vector Labs) a diaminobenzidin (Vector

Labs).

3.5.4. Perfuize zvitat

Po aplikaci nadmérné davky pentobarbitalu intraperitonedlné jsme provedli
thorakotomii, ozfejmili srdce, odstfihli ousko pravé postranni komory a zavedli
kanylu pres hrot srdecni do levé srdec¢ni komory. Peristaltickou pumpou jsme

aplikovali fosfatovy pufracni roztok k vypladchnuti krve z cévniho systému po dobu



priblizné 2 minut a nasledné 4% roztok paraformaldehydu ve fosfatovém pufru
priblizné po dobu 5 minut. Poté byl extrahovan tsek patefe o délce 5 cm s centrem
v misté poranéni. Poté byla micha vyjmuta z patefe a ulozena do téhoz stejného

fixacniho roztoku minimalné pres noc k dalsimu histologickému zpracovani.

3.5.5. Histologickeé zpracovani

Usek michy o délce 5 cm s epicentrem poranéni uprostied byl zmraZen a
nasledné nafezan na kryostatu na podélné fezy o sile 16 a 40 um.

Pro nasledné hodnoceni integrace hydrogelu do oblasti misSni léze bylo
pouzito standardni barveni hematoxylinem a eosinem (HE). Pro hodnoceni infiltrace
portt hydrogelu bunikami barveni kresyl violeti (CV). Barveni luxolovou modri (LFB
— luxol fast blue) bylo pouZito pro morfometrické méreni zachovalé misni tkané.

Imunohistochemické metody byly pouzity kidentifikaci elementa
infiltrujicich hydrogelové implantaty: GFAP-Cy3 (1:200, Sigma-Aldrich) barveni na
astrocyty, NF 160 (1:200, Sigma-Aldrich) barveni na axony, p75 (1:100, Chemicon
International) kidentifikaci Schwannovych bunék, RECA-1 (1:50, Abcam)
k identifikaci vristajicich cév, ED-1 (1:100, Invitrogen) pro hodnoceni makrofagt,
CS-56 (1:50, Sigma-Aldrich) pro identifikaci chondroitin sulfatu. Dale byly pouzity
nasledujici sekundarni protilatky: Alexa Fluor 488 kozi sekundéarni protilatkou proti
kralikovi IgG (1:200, Invitrogen), IgM Cy3 (1:100, Chemicon International), a Alexa

Fluor 594 s kozi sekundarni protilatkou proti kralikovi IgG (1:500, Invitrogen).

3.5.7. Elektronova mikroskopie

Michy byly podélné nafezdny na 60 um fezy a preneseny na sklicka, fixovany
v 2,5% glutaraldehydu v 0,1M Sorensenova pufru a barveny v 1% osmium tetraoxidu
v 0,IM Sorensenové pufru po dobu 2 hodin. Histologické fezy byly nasledné

dehydratovany v etanolu, ponofeny do propylénoxidu a =zality v Eponu 812



s pouzitim zelatinovych kapsli. Po polymerizaci (72 hodin v 60 °C) bylo kryti
odstranéno tekutym dusikem. Ultratenké fezy (65 nm) byly hodnoceny transmisni
elektronovou mikroskopii pfistrojem Philips Morgagni 268D (FEI Inc., Hillsboro, OR,
USA).

3.5.8. Morfometrie kavit

K méfeni velikost kavit jsme pouZzili fezy barvené luxolovou modii a krezyl
violeti. K morfometrii jsme pouzili kazdy paty fez a tyto snimali pomoci svételného
mikroskopu pii zvétSeni 25x. Snimky byly digitadlné pfeneseny do PC. V programu
Image ] a Neurolucida, verze 5.05.4 jsme provedli méfeni plochy kavit v jednotlivych
fezech a nasobili silou fezli. Souctem jednotlivych hodnot jsme ziskali celkovy objem

kavit.

3.5.9. Statisticka analyza

VSechna data byla analyzovadna s pouZitim aritmetického priméru =+
standardni chyba priméru (S.E.M.) Porovnavani dvou pocetnich celkd bylo
provadéno pouZitim Studentova t-testu na hladiné vyznamnosti p < 0.05 (oznacené
*). Porovnavani 3 pocetnich celki bylo provddéno pouzitim jednostranného testu
ANOVA spost-hoc LSD testem [p < 0.05 (oznacené*)]. Dale byly pouZity

neparametricky Kruskall-Wallistiv test a Mann-Whitney test.

4. Vysledky

4.1. Pfemosténi akutniho SCI hydrogely na bazi HEMA a HPMA
Srovnavali jsme 2 typy hydrogelt na bazi 2-hydroxyethylmetakrylatu a

hydroxypropylmetakrylamidu v modelu akutniho misniho poranéni — hemisekce



misni. Hydrogely byly akutné implantovany do posttraumatické kavity chirurgicky
vytvofené v urovni Th 8. MiSni léze premosténa hydrogelem byla histologicky
hodnocena po 2, 4 a 8 tydnech od operace.

Hydrogely vytvofily pfemosténi pfes chirurgicky vytvofenou kavitu a dobfe
adherovaly k okolni misni tkdni ve vSech sledovanych obdobich (obr. 8A). Péry
hydrogeltt byly pIné infiltrovany vrostlymi bunkami. Nebyla zaznamendana
vyznamna reakce proti cizimu télesu. Do hydrogeli vristaly vybéZzky neuronii
z oblasti miSnich korent1 i z oblasti okolni miSni tkané (obr. 8B), Schwannovy buriky
z misnich kofent, cévy (obr. 8C,D,E). Zatimco 2 tydny po implantaci byly tyto
elementy pfevazné v okrajovych castech implantatu, za 4 a 8 tydn jiz infiltrovaly i
centralni ¢asti hydrogelti. Astrocyty vrtstaly do hydrogeld jen minimalné a to pouze
do okrajovych ¢asti (obr. 8f). Dvojité barveni na axony a Schwannovy burky ukdzalo,

Ze Schwannovy burky rostou v tizkém kontaktu s axony. Elektronova mikroskopie

pak prokazala, Ze Schwannovy bunky skutecné myelinizuji axony hydrogelu.

Obr. 8: Hydrogely na bizi HPMA a HEMA implantované v hemisekci. Hydrogel HEMA piemostuje kavitu
hemisekce (A). Hydrogel HPMA-RGD je infiltrovdn axony a vybézky Schwannovych bunék (B, C). Vybézky
Schwannovyjch bunék infiltrovaly hydrogel HPMA-RGD z oblasti misniho kofene (viz Sipka, C). Schwannovy
buriky rostly podél axonii, vytvdrely myelinovou pochvu (D). Cévy vriistaly do hydrogelu HPMA-RGD

z okolni misni tkané (E), zatimco astrocyty neinfiltroval hydrogel HEMA (F).



4.2. Pfemosténi akutniho SCI hydrogelem s povrchovym nabojem

Provedli jsme implantaci hydrogeli na bazi HEMA s riznymi povrchovymi
naboji (kladny +, zadporny -, kladny i zdporny +/-, bez naboje) na modelu akutniho
SCI (hemisekce) v trovni Th8. Po 4 tydnech (a nasledné ve skupinach — s kladnym
nabojem a bez ndboje — i po 6 meésicich) jsme histologicky hodnotili integraci
hydrogeltt do misni léze, reakci proti cizimu télesu, infiltraci porti pojivovymi
elementy, a vrastani vybézkid neuronti, axont.

Hydrogely se zdpornym nabojem mély své pory jen castecéné infiltrovany
burtkami pojivové tkané (obr. 9A,B). Hydrogely, které mély na povrchu pozitivni
naboj (+ nebo +/-) mély své pdry nejvice infiltrovany burikami pojivové tkané (obr.
9EF1]) Méné bunék bylo pak v hydrogelech se zdpornym ndbojem. Minimum
bunék bylo v hydrogelech bez naboje (obr. 9M,N).

Axony vrustaly do okrajovych ¢asti hydrogelti s ndbojem, at zapornym (obr.

9C) ¢ kladnym (obr. 9GK). U hydrogelti s kladnym nédbojem pak infiltrovaly i



centralni ¢asti hydrogelu, zatimco u hydrogelt se zdpornym nabojem jich bylo méné.
Minimum axont vristalo do okrajovych ¢asti hydrogelt bez naboje (obr. 90)

Minimalni mnoZstvi astrocyti vriistalo jen do okrajovych ¢asti hydrogeli bez
ndboje a hydrogelti se zdpornym nabojem (obr. 9D,P). Zadné astrocyty pak
neinfiltrovaly hydrogely s kladnym nabojem (obr. 9H,L).

H-E H-E NF 160 GFAP

PEC HEMA+ HEMA=

Control

Obr. 9: Hydrogely HEMA s povrchoviymi ndboji pfemostujici SCI.
Infiltrace 4 typii hydrogelit na bdzi HEMA s riiznymi povrchovymi ndboji tkdni (HEMA negativni, HEMA +/-,
HEMA + a HEMA bez ndboje, neboli polyelektronové komplexy — PEC) pojivovou tkdni, axony a astrocyty.

Nejvice axonii a pojivové tkiané bylo v hydrogelech s pozitivnim ndbojem, nejméné pak v hydrogelech bez niboje.



4.3. Pfemosténi akutniho SCI vsttebatelnymi hydrogely

Implantovali jsme 4 typy vstfebatelnych hydrogelti na bazi kopolymert
HPMA a etoxyetylmetakrylatu (EOEMA) u hemisekce misni v trovni Th8 (Hej¢l et
al., 2008; Jendelova et al., 2005). Tyto hydrogely mély rtiznou dobu vstfebatelnosti (7
dnti, 9 dnti, 34 dnti a nedegradabilni) na podkladé hydrolyzy. Principem hydrolyzy
je nestabilita EOEMA v roztoku o pH > 6. Proto se hydrogely obsahujici EOEMA po
implantaci do misni tkané (pH > 6) vstfebavaji. Hodnoceni integrace vstfebatelnych
hydrogelti jsme provedli po 1 mésici od implantace.

Vsechny 4 typy hydrogelta byly dobfe tolerovany, nepozorovali jsme reakci
proti cizimu télesu. Po 28 dnech nebyl zddny z hydrogelt plné degradovan in vivo.
Oblast kavity vyplnéné implantovanym hydrogelem bylo moZno rozdélit na 2 casti
(obr. 10). Periferni ¢ast degradovaného hydrogelu a centralni, nedegradovana cast
hydrogelu. Velikost ¢i pomér obou casti zavisela na rychlosti vstfebatelnosti
hydrogelu; tedy nejvétsi periferni zéna byla patrnd u hydrogelu s dobou
vstfebatelnosti 7 dnti. V periferni ¢asti byly patrny makrofdgy a nové tvorend tkan
fidkého vaziva obsahujictho cévy, vybézky axonti a v okrajovych castech téz
astrocytti. Centralni ¢ast byla tvofena amorfni hmotou, kam vristaly jen elementy

pojivové tkané. V centralni ¢asti jsme nepozorovali vybéZk axonti ¢i astrocytt.



Obr.10: Vstiebatelnyj hydrogel na bazi HPMA-EOEMA premostujici SCL
Vstiebatelny hydrogel na bdzi HPMA a EOEMA po implantaci do misni hemisekce byl hodnocen po 28 dnech
(doba vstiebatelnosti je 7 dnii in vitro). Je patrnd periferni Cdst, kde je jiz hydrogel vstiebin a je nahrazen nové

vzniklou tkdni, zatimco centrdlni, denzni, Cdst obsahuje zbytky hydrogelu.



4.4. Akutni a odlozené premosténi posttraumatické kavity hydrogelem akutniho
SCI

Implantovali jsme hydrogely na bazi HEMA s pozitivinim povrchovym nabojem
do transekce misni v tirovni Th8 u dvou skupin laboratornich potkant. U 1 skupiny
jsme provedli implantaci ihned po provedeni transekce misni (akutni), u 2. skupiny 1
tyden po transekci misSni (odloZena). Tfeti skupina pak byla kontrolni; u této jsme
provedli transekci bez implantace hydrogelu. Po 3 meésicich jsme provedli
volumometrické hodnoceni posttraumatické pseudocysty.

Odlozend implantace hydrogelu statisticky vyznamné redukovala objem
posttraumatické kavity v porovnani s okamzitou implantaci hydrogelu (obr. 10 a 11).
Implantace hydrogelu (obé skupiny) statisticky vyznamné redukovala objem
posttraumatické pseudocysty v porovnani s kontrolni skupinou (pouha transekce,
obr. 10 a 11).

Hydrogely u obou skupin byly kompletné infiltrovany buitkami (obr. 13A,B,
C), cely objem hydrogelu byl prorostly cévami (obr. 13D), axony (obr. 13E, F, G), i

Schwannovymi burikami (obr. 13H) nikoliv vSak astrocyty (obr. 13I).



Obr. 11: Implantace hydrogelu po transekci michy. Hodnoceni po 3 mésicich.

A. Hydrogel byl implantovin do transekce misni (ihned) 3 mésice od implantace v barveni hematoxylinem-
eosinem, métitko = 500um. Patrné jsou vyrazné posttraumatické pseudocysty. B. Hydrogel byl implantovin 1
tyden po transekci v barveni hematoxylin-eosinem. Nejsou patrné téméf Zadné posttraumatické pseudocysty. C.

Hodnoceni mich v MRI obraze (ex vivo). Jednd se o stejné michy, jez jsou na obrdzcich A a B. Sipka oznacuje

vyraznou pseudocystu po akutni implantaci, hvézdicky znaci implantované hydrogely.

objem
(mm™)

—

Bl transekce
B akutni implantace
] odlozena implantace

Obr. 12: Volumometrické hodnoceni kavit.
Priimér (spolu se S.E.M.) objemii pseudocystickych kavit u kontrolni skupiny, po akutni a odloZené implantaci

hydrogelu (*p , 0.05, **p , 0.001, Studentiiv nepdrovy test).



Obr. 13: Histologické hodnoceni hydrogelu na bazi HEMA pfemostujiciho transekci misni. Hydrogel
byl implantovdn v subakutni fizi (po 1 tydnu od SCI). A. Kranidlni okraj michy a hydrogelu. Hydrogel dobre
adheruje k misni tkani (barveni HE, mé¥itko = 100um). B. Ridka pojivovd tkdii vytvdii spojent mezi misni tkani
a hydrogelem (barveni HE, méritko = 100um ). C. Proteoglykany chondroitin suflatu infiltruji porézni strukturu
hydrogelu (imunobarveni CS56, méritko = 50um). D. Cévy vriistaji do hydrogelu a vétvi se (imunobarveni
RECA, méritko = 50um). E. Axony rostou z michy, pfes hranici micha-hydrogel a vriistaji do porii hydrogelu
(imunobarveni NF160-g488,métitko = 500um). F a G: Axony rostou ptes hranici micha-hydrogel a vriistaji jak
do periferie (F), tak i do centrdlni ¢dsti hydrogelu (G, imunobarveni NF 160, méfitko = 100um). H. Schwannovy
buriky vyriistaji z oblasti misniho kotene a vriistaji do porii hydrogelu spolecné s axony (dvojité barveni p75 a
NF 160, méritko = 100um). 1. Astrocyty jen minimdlné preriistaly hranici hydrogel-micha (imunobarveni

GFEAP, méfitko = 100um,).



4.5. Vliv implantace hydrogelu a hydrogelu s MSCs na misni 1ézi a atrofii michy v
modelu chronického SCI

Testovali jsme vliv implantace hydrogelu na bazi HPMA-RGD a hydrogelu
HPMA-RGD osdzeny kmenovymi burikami kostni dfené v modelu chronického na
tkan v oblasti miSni poranéni u laboratorniho potkana. Modelem poranéni byla
balonkova kompresni misni léze a implantace byla provedena 5 tydnti po poranéni.
Kontrolni skupinu tvofili laboratorni potkani s baldénkovou kompresni 1ézi.

V pribéhu experimentu jsme provadéli u vybranych potkanti vySetfeni
magnetickou rezonanci. Dva dny po BCL jsme pozorovali otok misni tkané
(hyperintenzni signdl v T2 vaZenych sekvencich, obr. 14A,B), ktery pfetrvaval i 3
tydny po SCI (obr. 14C,D). Postupné otok regredoval a rozvijely se posttraumatické
pseudocysty (posttraumatickd syringomyelie, obr. 14E,F). Od 3 tydne jsme
pozorovali rozvoj atrofie misSni tkdné v misté poranéni, coz se na MRI projevilo
zvétSenim subarachnoidalniho prostoru (obr. 14C,D). Maximalni atrofii miSni tkané
jsme pozorovali na konci pokusu, tedy 6 mésicti po SCI (obr. 14G,H). Hydrogel 1
tyden po implantaci mél hyperintenzni signdl diky vysokému obsahu vody (obr.
14L]). Nicméné 5 mésici po implantaci (6 meésict po SCI) byl jiz prakticky
izointenzni, coZ je dano jeho infiltraci burttkami a redukci obsahu vody (obr. 14K,L).

Sest mésicti po SCI jsme provedli perfdzi, histologické zpracovani mich u
jednotlivych sledovanych skupin. Kontrolni michy po SCI byly atrofické v porovnani
sobéma skupinami simplantovanym hydrogelem (obr. 15). Misni léze byla u
kontrolni skupiny atroficka, tvofena posttraumatickymi cystami sminimalni
rezidudIni miSni tkani (obr. 16A). V okoli cyst byla astroglidlni jizva a na okrajich cyst
residudlni tkan s nervovymi vybézky (obr. 16C).

U obou skupin simplantovanym hydrogelem HPMA-RGD tyto vytvarely
pfemosténi pfes syringomyelickou dutinu a byly infiltrovany cévami, axony,
Schwannovymi burikami i astrocyty (obr. 17A-G). Vrustajici axony v hydrogelu byly

Schwannovymi bunikami myelinizovany (obr. 17H,I). U skupiny s implantovanym



hydrogelem s MSC byly kmenové bunky patrny i na konci pokusu, tedy 5 mésict po
implantaci (obr. 17M,N,O).

Pfi morfometrické analyze jsme zjistili, Ze implantace hydrogelu s kmenovymi
burikkami kostni dfené statisticky vyznamné redukuje misni atrofii kaudalné a

kranialné od centra poskozeni.




Obr. 14: Vyjvoj misniho poranéni na MRI (T2-vdZené sekvence, sagitilni a axidlni fezy)

A, B, Jeden tyden po SCI dominuje v oblasti misni léze otok misni tkané (hyperintenzni signal, Cerny kfiZek). C,
D, Tti tydny po SCI je patrnd redukce a demarkace edému s rozvojem lehké atrofie michy, coZ zvétsuje objem
subarachnoiddlniho prostoru (bild Sipka). E, F, Pét tydnii po SCI progreduje atrofie misni a rozviji se
posttraumatické pseudocysty. G,H, Sest mésicii po SCI je patrnd vyraznd atrofie michy s vyrazné zvétsenym
subarachnoiddlnim prostorem v okoli miSniho poranéni (bilé Sipky). L], Jeden tyden po implantaci hydrogelu je
patrny v centru poranéni hyperintenzni signdl s neostrymi hranicemi (hydrogel, cernd hvézdicka). KL 5 mésicii
po implantaci (6 mésicii po SCI) je patrny izointenzni signdl v misté implantovaného hydrogelu (hydrogel je

infiltrovdn tkani, redukce mnoZstvi vody v hydrogelu).



Obr. 15: Makroskopické hodnoceni michy po SCI a SCI s implantovanyym hydrogelem.
Na makroskopickém obraze michy 6 mésicii po BCL bez experimentdlni terapie je patrnd atrofie v misté léze (A),

na rozdil od michy po BCL s implantantovanym hydrogelem (B).

v s

Obr. 16: Misni tkari 6 mésicii po poranéni (chronickd misni léze)

A, Oblasti misniho poranéni dominuje atrofie misni tkané a Cetné kavity (méfitko = 500 um). B, Astrocyty tvori
hustou sit, astroglidlni jizou, kolem posttraumatické kavity (bild Sipka, métitko = 100 um. C, Jen nékolik mdlo
vybézkii nervovych bunék (bild Sipka) je patrno v rezidudlni tkini v centru misniho poranéni (méfitko = 100

um).
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Obr. 17: Chronickd misni léze po implantaci hydrogelu s MSC (6 mésicii po SCI).

A. Hydrogel (bild hvézdicka) vytvdri pfemosténi pres centrum léze (méritko = 500 um). B.C. Do perifernich (B)
stejné jako stredovyjch cdsti (C) hydrogelu vriistaji axony (mé¥itka B, 100 um, C, 50 um). D. Regenerujici axony
(GAP-43 pozitivni) jsou pfitomny v centru hydrogelu (mé¥itko = 25 um). E. Hydrogel je v celém svém rozsahu
infiltrovdn vriistajicimi nervovymi vybézky (méritko = 500 um). F. Také Schwannovy butiky infiltrovaly cely
objem hydrogelu (méfitko = 500 um). G. Schwannovy buriky rostly z misniho kotene pfes hranici PNS-CNS a
odtud vriistaly do hydrogelu (bild Sipka, métitko = 100 um. H. Duvojité barveni ukazuje axon (zeleny) uvnit?
hydrogelu rostouci spolu se Schwannovou butikou (Cervend, mé¥itko d). Scale bar, 50 um. 1. Myelinizace axonu
(bild Sipka) Schwannovou buiikou (bild hvézdicka) v obraze elektronové mikroskopie (méfitko = 12um). J.
Retrogridni barveni axony CNS vriistajici do hydrogelu (bild Sipka) (méfitko =50 um. K. CGRP-pozitivnich
axony senzitivnich neuron (bile Sipky) infiltruji hydrogel (méritko = 50 pum). L. Astrocyty a jejich vybézky
nejenze tvofily astroglidini jizou kolem implantovaného hydrogelu, ale také vriistaly do implantdtu. Hojné
infiltrovaly periferni ¢dsti hydrogelu (méfitko = 25 um). M. Pét mésicii po implantaci hydrogelu do misniho
poranéni tento implantdt stale obsahuje Zivé MSC (méfitko = 50 um). N. MSC také cestovaly do misni tkiné
sousedici s implantovanym hydrogelem (bild hvézdicka, méritko = 25 um). O. MSC nejspise podpotily infiltraci
hydrogelu nové vriistajicimi cévami (bile hvézdicky), nebot mnoho cév rostlo do implantdtu v tésné blizkosti

kmenovych bunék (detail ve vloZeném obrdazku, méritko = 15 um).
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Obr. 18: Hodnoceni atrofie misni tkdné u baldnkové kompresni léze. Grafy znaci velikost plochy priifezu
zachovalé misni tkané na kranidlnim a kauddalnim okraji misniho poranéni v tirovni Th8-10 u kontrolni skupiny
(bez poranéni, kontrolni micha), u balonkové kompresni léze (SCI), u balonkové kompresni léze po implantaci
hydrogelu (SCl+gel) a po implantaci hydrogelu s vysetymi kmenovymi butikami kostni drené (SCI+gel+MSCs).
Hvézdicka znali statisticky vyznamny rozdil v porovndni se skupinou zvitat po baldonkové kompresni lézi (SCI,

p <0.05, Studentiiv nepdrovy test).



4.6. Vliv implantace hydrogelu a hydrogelu s MSCs na motoriku a senzitivitu
zadnich koncetin v modelu chronického SCI

Na modelu chronického miSniho poranéni u laboratorniho potkana jsme
testovali funkcni vliv implantace hydrogelu na bazi HPMA-RGD a hydrogelu
HPMA-RGD osazeny kmenovymi burikami kostni dfené. Modelem poranéni byla
balonkova kompresni misni léze a implantace byla provedena 5 tydnt po poranéni.
Kontrolni skupinu tvofili laboratorni potkani s balonkovou kompresni lézi. Zvifata
byla kazdy tyden behavioralné testovana (BBB a plantar test.

U zvifat simplantovanym hydrogelem osdazenym kmenovymi bunkami se
statisticky vyznamné zlepsila motorika a sensitivita. Sensitivni funkce se zlepsily jiz
v 7. a 8. tydnu po implantaci a nasledné pak od 12. aZ do ukonceni pokusu. Zlepseni
motorickych funkci bylo patrné od 15. tydne a bylo stabilni az do ukonceni pokusu. I
u skupiny lécené implantaci samotného hydrogelu byla tendence ke zlepSeni, hlavné
ve slozce motorické, ale tento rozdil nebyl v porovnani skontrolni skupinou

statisticky vyznamny (obr. 19).
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Obr. 19: Behaviordlni testovdni u chronického SCI po implantaci hydrogelu a hydrogelu s MSC

A, Hodnoceni A, motorické (BBB skére) a B, sensitivni (plantar test) funkce zadnich koncetin u laboratorniho
potkana. Po 5 tydnech od vzniku poranéni (Sipka) byl implantovdn u 1 skupiny pouze hydrogel (Cervend ¢ira), u
2. skupiny hydrogel s vysetymi kmenovymi busikami (MSC, modrd ¢dra) a 3. skupina, pouhé SCI, slouZila jako
kontrolni (zelend C&dra). V. motorickém i sensitivnim testovdini se u skupiny potkanii s implantovanym

hydrogelem s MSC statisticky vyznamné zlepily funkce v porovndni se skupinou kontrolni (p < 0.05, ANOVA

test s post hoc LSD).
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5. Diskuze

Poranéni michy neni v klinické praxi v soucasné dobé lécitelné. V ramci péce
o tyto pacienty dnes klinickd medicina nabizi vakutni fazi aplikaci
metylprednizolonu v davkovani dle studie NASCET III (Bracken et al., 1997) a u
nestabilnich poranéni a téch, u kterych je micha komprimovédna, operaci
(dekomprese michy v patefnim kandlu a stabilizaci poranéné patere). Treti
terapeutickou modalitou je rehabilitace ochrnutych koncetin ve specializovanych
rehabilitacnich centrech (spindlni jednotky — Motol, Brno, Ostrava, Liberec) a
standardnich rehabilitacnich oddélenich.

Mezi nejcast€jsi formu misniho poranéni patfi kombinace konttze a komprese
misni (Kakulas 1984; Bunge et al., 1993). V centru léze se rozviji nekrdza. Rozvoj
patologického loziska v ramci sekundarniho poranéni michy zvétsuje 1ézi, coz ma za
nasledek progresi atrofie miSni a rozvoj posttraumatické pseudocysty ¢i pseudocyst.
Premosténi posttraumatické pseudocysty je jednou zforem experimentdlni lécby
poranéni michy (Geller a Fawcett 2002).

Prfimé rekonstrukcni feSeni poranéné misni tkané neni v klinice v soucasnosti
k dispozici. Probiha zatim jen v experimentdlnich podminkach. Hydrogely patfi do
skupiny bioimplantata uzivanych v experimentdlni lécbé misni 1éze. Jejich vyhody
souviseji s jejich vlastnostmi:

1. Jedna se o syntetické materidly, proto nejsme omezeni mnozstvim, na rozdil
od zdrojti pfirodnich, neni ani nutny odbér materidlu z téla pacienta ¢i jiného
jedince pred aplikaci.

2. Jejich mechanické vlastnosti jsou velmi pfiznivé pro aplikaci do miSniho
poranéni. Jedna se hlavné o malou miru tuhosti, coz zajisti dobrou adaptaci
v syringomyelické dutin€ a tim minimalizuje traumatizaci okolni misni tkané.

3. Je mozné ménit jejich fyzikdlni a chemické vlastnosti (ndboj, pridavat

povrchové funkéni skupiny) ke zlepSeni regenerace misni tkane.



4. Jde o materidly biokompatibilni, a proto nevyvolavaji reakci proti cizimu
télesu. Navic nejsou v mediciné nové. Hydrogely se uzivaji naptiklad ve
vyrobé kontaktnich cocek.

Nékolik praci naseho i cizich pracovist ukazalo, Ze experimentalni miSni poranéni
lze pfemostit pomoci hydrogela (Sykova et al., 2006; Hejcl et al., 2008a,b; Hejcl et al.,
2009; Hejcl et al., zaslano k publikaci; Woerly et al. 1998, 1999). Jestlize se vytvori
experimentdlni pseudocysta typem sekéniho poranéni (hemisekce, transekce) a
hydrogel se do léze implantuje, dobfe k misni tkdni adheruje a pseudocystu

premosti.

5.1. Experimentalni modely versus miSni poranéni v klinické praxi

Ve vétsiné experimentdlnich praci se implantuje hydrogel do sek¢niho typu
miSniho poranéni, tedy transekce ¢i hemisekce. (Hejcl et al. 2008; Woerly et al., 2004,
Nomura et al., 2008; Teng et al., 2002). Spravné by se mélo udavat parcialni ci
kompletni excize misSniho segmentu, nebot vZdy se vytne urcity objem misni tkaneé.
Tyto experimentalni modely ovSem klinicky neodpovidaji vétsiné misnich lézi, které
jsou zptisobeny kombinaci miSni komprese a kontiize (Kakulas, 1984; Bunge et al.,
1993). V jednom z naSich experimentti jsme pouzili model balénkové misni
kompresni 1ézi (Vanicky et al., 2001). Tento typ experimentalniho poranéni michy
jsme pouzili jako model, ktery se nejlépe blizi redlné klinické situaci. Dalsi jeho
vyhodou je intaktni patefni kanal v misté léze, nebot miniinvazivnim chirurgickym
zakrokem ziskame pristup k stlaceni michy balénkem ze segmentti Th13 — L1. V nasi
praci ukazujeme, Ze je mozné bezpecné provést implantaci hydrogelu do kompresni
misni 1éze. Pri této aplikaci tak nezptisobime statisticky vyznamnou funkcni zménu
u zadnich koncetin laboratorniho potkana. Podobnym zptisobem aplikoval hydrogel,
tzv. Neurogel®, do konttzni léze i Woerly 3 mésice od SCI (Woerly et al., 2001).
Vyhodou aplikace do téchto experimentalnich 1ézi je dobra imitace realné klinické
situace a lze tedy pribliZit redlné chovani hydrogelu v takové lézi. Nicméné i

poranéni sekéniho typu maji v experimentu své opodstatnéni. Napfiklad u transekce



michy lze velmi dobrfe sledovat regeneraci nervovych drah pfes bioimplantat.
Pomoci retrogradnich a anterograddnich barveni lze demonstrovat proriistani
nervovych drah pfes hydrogel a tim ukazat, zdali skutecné vldkna rostou a spoji se

proximalni s distalnim pahylem pfes bioimplantat.

5.2. Akutni versus chronicka implantace hydrogelu

Dal$im vyznamnym faktorem v experimentdlni terapii poranéni michy je
casovani lécby. Aplikace biomateridlti na vétSiné pracovist probihd okamzité po
vytvoreni misni léze. Naprosta vétSina praci zabyvajicich se aplikaci biomateridlti
v experimentdlnim pfemosténi michy tyto aplikuje ihned po vytvoreni misni léze
(Teng et al., 2002; Bakshi et al., 2004; Woerly et al., 2004). Nicméné, takova situace neni
klinicky realna, nebot jakakoliv terapie, a zvlasté chirurgicka, bude vZdy provedena
s urc¢itym odstupem od vzniku primdrni léze. Jeden z faktorti zpozdéni je vlastni
transport pacienta do nemocnice a nasledné na operacni sal. Tento je otdzkou pouze
nékolika hodin. DalSim a jisté¢ vyznamnéjsim faktorem je obtizné predpovéditelny
vyvoj léze a ztoho nejasny klinicky vysledek takového poranéni u jednotlivého
pacienta. Hydrogel aplikovany v prostfedi rozvijejictho se misSniho edému by mohl
funkéni stav pacienta naopak zhorsit. Jeho aplikace se spise jevi smysluplna v obdobi
morfologické stabilizace 1éze miSni. V naSich experimentech jsme provedli aplikaci
ve dvou casovych oknech. Vjedné praci jsme provedli implantaci hydrogelu do
transekce misni (kompletni excize pfibliZzné 1 miSniho segmentu) v trovni Th 8 ve
dvou casovych obdobich — okamzité po transekci (akutni lécba) a stydennim
odstupem (odloZena 1écba). Hydrogely implantované po 1 tydnu od vzniku léze
statisticky vyznamné redukovaly objem posttraumatické pseudocysty v porovnani
s akutni implantaci. V nasi praci jsme tak ukdazali, ze i pfes stejny klinicky efekt
(pretrvavajici paraplegie) se statisticky vyznamné redukovala rozvijejici se
posttraumatickd pseudocysta a tim se zmensila atrofie misni tkané.

Nevyhodou transekce coby experimentdlniho modelu pfi odloZené aplikaci

hydrogelu je znacné jizveni v epidurdlnim i subduralnim prostoru. OdloZzena



aplikace je proto technicky obtizna. Na druhou stranu je transekce vyhodné&jsi
v porovnani s parcidlni sekci, hemisekci, kde by se pfi odloZzené aplikaci poranila
rezidudlni tkdn v operovaném segmentu vzhledem knutné velké manipulaci
v jizevnatém prostoru. Proto pfi odlozené aplikaci je vhodné pouzit model misniho
poranéni, u kterého neni vyznamné jizveni v misté léze v okoli poranéné michy,

naptiklad balénkova kompresni léze (viz niZe).

5.3. Vliv hydrogelu na atrofii misni tkdné nasledkem poranéni michy

Hydrogel, coby implantadt, slouzi nejenom jako premosténi pres
posttraumatickou kavitu, ale ma také vliv na okolni misni tkan. Hydrogel muze
redukovat velikost astroglidlni jizvy v okoli misni léze (Woerly et al., 2004). Dle
nasich vysledkt také implantace hydrogelu redukuje atrofii okolni misni tkaneé.
Pritom odloZena implantace hydrogelu u sekéniho poranéni mtize jesté vyznamnéji
redukovat atrofii okolni michy (Hejcl et al., 2008). V nasi dalsi praci (Hejcl et al.,
zasldno k publikaci), kdy jsme provedli implantaci hydrogelu do balonkové léze az 5
tydnti po vzniku léze, hydrogely s vysetymi MSC statisticky vyznamné redukovaly
atrofii miSni tkané oproti kontrolni skupiné (BCL bez implantace). Také u skupiny,
ve které byl implantovan jen hydrogel, byla primeérnd velikost zachovalé tkané vétsi
v porovnani s kontrolni skupinou (BCL bez implantace); tento rozdil vsak nebyl
statisticky vyznamny.

Hydrogel, implantovany do posttraumatické kavity, dobfe adheruje k okolni
misni tkani. Porézni struktura implantatu umoZnuje vristani cév, které mohou
zajistit dodavku zZivin a axond. Tim, Ze hydrogel nabizi ,leSeni” pro vriistani
elementit CNS (Teng et al., 2002; Bakshi et al., 2004; Woerly et al., 2004) a redukuje
glidlni jizvu (Woerly et al., 2004), umoZzni tak nejspiSe zachovat okolni misni tkan a

zabrani jeji nekrotizaci.

5.4. Implantace hydrogelu do chronické misni léze



VétSina experimentdlnich praci se tykd akutni ¢i subakutni faze miSniho
poranéni. Pfesto existuji i prace zabyvajici se chronickou ¢i subchronickou fazi SCI.
Ve vétsiné praci je i implantace u chronickych 1ézi provadéna 1 az 6 mésicti od SCIL.
Pfima injekce stromalnich bunék kostni dfené (BMSCs — bone marrow stromal cells)
3 mésice od indukce téZkého SCI zlepsila funkci vysledky. Dle histologického
vySetfeni implantované bunky vytvarely v misté poranéni bunécnd premosténi.
Nékteré bunky také exprimovaly neurondlni a glidlni markery a byla patrnd
proliferace bunék ependymu (Zurita a Vaquéro 2004). Implantace Stépu
kombinujiciho fetdlni tkant mozku a perifernich nervi po 3 mésicich od vzniku SCI
zlepsila funkci zadnich koncetin, zesilila svalovou hmotu a podporila vznik novych
nervovych vldken generovanych z oblasti stépu a vedoucich az k nervosvalovym
ploténkdm (Zurita et al., 2001).

Implantace hydrogelu, coby lééebnd modalita SCI, je moznd také spiSe
v chronické fazi, nikoliv v akutni z divodi vyse uvedenych. Existuje jen malo studii
hodnoticich vliv implantace hydrogelu do chronické misSni léze. Hydrogel
(Neurogel®) implantovany u potkanti s konttzni 1ézi 14 tydntt po SCI a drzenych v
obohaceném prostfedi (angl. enriched environment) byl infiltrovan vybézky
myelinizovanych nervovych vldken, cév i astrocytti, coz se projevilo ve funkénim
zlepSeni motoriky zadnich koncetin u potkanti v porovnani s kontrolni skupinou.
V nasi studii jsme provedli implantaci hydrogelu osetého kmenovymi burikami MSC
5 tydnti od balénkové kompresni léze. Jedna se o neostrou inkompletni 1ézi misni,
tak jako ve vétsiné klinickych pripadia. Implantace hydrogelu do takovéto léze proto
velmi dobfe napodobuje moznou budouci aplikaci u pacientti se SCI. BCL umoziuje
hodnotit vliv implantovaného hydrogelu na funkci michy, atrofii a regeneraci misni
tkané. Senzitivita se rychleji zlepsila v porovnani s motorickou funkci. Jiz ve 12. a 13.
tydnu po BCL (7. a 8. tyden po implantaci hydrogelu) byl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil oproti kontrole. Tento rozdil se pak stabilizoval od 17. tydne a byl
patrny az do 25. tydne po BCL. U motorické funkce byl priibéh zlepseni pomalejsi.

Statisticky vyznamnému zlepSeni se objevilo ve 20. tydnu po BCL, tedy v 15. tydnu



po implantaci hydrogelu s MSC. Pfitom ani po 6 mésicich nebylo patrné zretelné
plateau a 1ze pfedpokladat, Ze se mohlo rozvijet dalsi funkéni zlepSeni. Tyto funkéni
vysledky ukazuji, Ze zvlasté u chronickych 1ézi je nutnd dlouhodoba observace pred
tim, nez mtZeme vysledek povazovat za definitivni. Histologicka vySetfeni jsme
provedli 6 mésicti od SCI, tedy necelych 5 mésicli od implantace hydrogelu. Tento
byl kompletné infiltrovan cévami, vybézky neuronti myelinizovanych
Schwannovymi burikami a také astrocyty. Zaroven jsme pozorovali redukci atrofie
misni tkané (Hejcl et al., zaslano k publikaci).

Hydrogely tedy predstavuji slibnou modalitu v 1é¢bé chronického SCI. Jejich
potencidl se zvySuje vkombinaci sdalS$imi modalitami, jako je kombinace
s kmenovymi burikami (Hejcl et al., zaslano k publikaci) ¢i obohacené prostredi (angl.
enriched environment, Woerly et al.,, 2004). NevyfeSenou otazkou zatim ztstava
délka terapeutického okna a doba, po kterou lze ocekavat zlepSovani jak ve slozce

morfologické, tak pfedevsim funkéni.

5.5. Vliv povrchové modifikace hydrogelu na regeneraci misni tkané

Jednou z vyhod hydrogelti je to, ze se jedna o syntetické materidly. Je tedy
mozno modifikovat jejich fyzikdlni a chemické vlastnosti s cilem zlepSit regeneraci
funkci CNS. Jednim ze zptisobti je modifikace povrchovych vlastnosti hydrogela
(naboj, adhezivni molekuly). V jedné z nasich studii jsme hodnotili vliv povrchového
naboje hydrogelu na podkladé rtiznych funkénich skupin. Dle této studie pozitivni
povrchovy naboj na hydrogelu zvySuje vristani axonti a elementt pojivové tkané do
portt hydrogelti. Bunééna adheze k implantatu je jednou z vlastnosti s vyznamnym
vlivem na biokompatibilitu a redukci atrofie misni tkané. Povrchovy nédboj je jednim
z faktorti ovliviiujicich bunécnou adhezi (Han et al., 2005; Lesny et al., 2006). Existuje
nékolik studii, které porovnavaji bunécnou adhezi na pozitivné ¢i negativné nabitych
povrsich. Vysledky se pfitom razni. Pfi porovndni adsorpce fibronektinu na
pozitivnich a negativnich povrsich byla tato vyssi na téch pozitivnich (Wittmer et al.,

1996). Zatimco podle nékterych praci je vyssi adhezivita buné€k na pozitivné povrsich



s polykationtovymi funkénimi skupinami (Richert et al., 2004a,b), dle jinych byla
zjiSténa nejsilngjsi adhezivita a Sifeni bunék po povrsich snegativnim nabojem
(Kidambi et al., 2004). U hydrogelii s negativné nabitymi funkénimi skupinami byla
zjisténa zvySena infiltrace pojivové tkané (Woerly et al., 1992), zatimco jiné prace
neprokazaly Zadny vliv povrchového naboje (Mendelsohn et al., 2003; Hwang et al.,
2005). Z téchto praci miZeme shrnout, Ze neexistuje vSeobecny konsenzus vlivu
povrchového ndboje biomateridlu na adhezi bunék. Vnasi studii jsme pouzili
hydrogely, které vSechny mély polarizované funkcni skupiny na svém povrchu.
Existuji vSak nékteré prace, které ukazuji, ze hydrogely bez polarizovanych
funkénich skupin maji horsi adhezivitu a jsou infiltrovany mensim mnozstvim bunék
nez u hydrogeli s polarizovanymi funkénimi skupinami (Woerly et al., 1992; Hallab
et al., 1995).

Vysledky nasich studii ukazuji, Ze axondlni regeneraci podporfily hydrogely
s pozitivnimi  funkénimi skupinami v porovnani shydrogely s negativnimi
funcknimi skupinami. Hydrogely s pozitivné nabitymi funcknimi skupinami
podpotily vristani axonti do centralnich ¢asti hydrogelu. Navic vSechny tfi typy
hydrogelti s polarizovanymi skupinami (HEMA+, HEMA+/-, HEMA-) podpoftily
axondlni regeneraci v porovnani s hydrogelem bez naboje. V souladu s nasi studii i
predchozi studie ukazaly, Ze neurony preferencné adheruji k povrchiim s pozitivnim
nabojem (Bledi et al., 2000; Lakard et al., 2004; Oliva et al., 2003; Branch et al., 2000).

Regenerace axoni miize byt také ovlivnéna chemickymi modifikacemi
povrchu. Woerly et al. studoval hydrogel na bazi HPMA snavdzanymi
oligopeptickymi sekvencemi (RGD). PHPMA-RGD hydrogel ukazal silnéjsi adhezi
k okolni tkani a podpofil vristani a Sifeni astrocyti a neurofilament do hydrogelu
(Woerly et al., 1995). Misni ganglia v kultufe na agar6zovém hydrogelu s kovalentné
navazanym chitosanem ukdzala statisticky vyznamné vétsi délku regenerujicich
axontl (Lakard et al., 2005).

Znasi i ostatnich studii je jasné, Ze pfi dalsi syntéze biomateridli pro

rekonstrukéni operace misni tkdné je nutné dbat na povrchové vlastnosti materialti.



Vlastnosti a schopnosti jednotlivych skupin, které mohou ovlivnit povrchové

vlastnosti hydrogeli je nutno jesté nadale studovat.

5.6. Vstfebatelné hydrogely

Vstrebatelné, neboli biodegradabilni hydrogely reprezentuji vyznamnou
skupinu biomaterialti. Hlavni vyhodou biodegradabilnich hydrogelu je to, Ze mohou
poskytnout zdkladni strukturalni kostru pro regeneraci elementti nervové a poté, co
je defekt pfemostén novou tkani, struktura gelu se postupné rozpadne. Existuje
nékolik malo praci, které se zabyvaji uzitim biodegradabilnich hydrogelti u SCI
(Novikov et al., 2002; Novikova et al., 2003). Vhodnym vyuZitim biodegradabilnich
hydrogelli je kombinace napft. s rtistovymi faktory, kde postupna degradace zajisti
kontrolované uvolnovani takového faktoru do okoli. Napfiklad kombinace
vstfebateIného hydrogelu na bdazi laktdtu v kombinaci s NT-3 zlepsila funkci a
prodlouzila riist kortikospinalni drdhy a raphe-spindlniho traktu (Piantino et al.,
2006).

Presto existuje nékolik omezeni tohoto pfistupu, jako je naptiklad nebezpeci
vzniku neurotoxickych degradac¢nich produkta (ani v jedné z vySe uvedenych studii
nebyly zaznamenany). Dal$im otaznikem ztistava rychlost degradace. V nasi studii
jsme zjistili, Ze u biodegradabilnich hydrogelt na bazi kopolymeru HPMA EOEMA
se implantat postupné rozpada z perifernich ¢asti smérem k centru (Pradny et al.,
2006; Hejcl et al., 2008). Tato cast je nahrazena novou tkani, obsahujici cévy, nervové
vybézky. V centralni casti pak zbyva amorfni hmota nevstfebanych zbytki
hydrogelu. Bude tedy nutno zjistit idedlni rozpadovou rychlost hydrogelu, ktera
umozni nové vznikajici tkani plné prertist misto defektu a zaroven zajisti kompletni

degradaci implantatu, véetné jeho centralni ¢asti.

5.7. Kombinovana lé¢ba — kmenové buriky a hydrogely
Kmenové burky patfi mezi velmi slibnou modalitu 1é¢by SCI. Jejich jednotlivé

podskupiny mohou rtiznym zptisobem pfispét k funkcni i morfologické rekonstrukci



SCI. Embryonalni, fetdlni i dospélé bunky CNS jsou schopny generovat nové
neurony a glidlni elementy, jsou tedy schopny nahradit ztracené bunky (angl.
REPAIR). Na druhou stranu, dominantnim pfinosem MSC je zadchrana poranénych
bunék a bun€k v ohroZeni sekundarnim traumatem (angl. RESCUE). Mohou tak
pusobit pomoci neurotrofinti, indukovat proliferaci endogennich kmenovych bun€k,
podpofit myelinizaci axonti, podpofit revaskularizaci poranéné misni tkaneé,
redukovat atrofii miSni a rozvoj posttraumatické kavity a astroglidlni jizvu
(Urdzikova et al., 2006; Ohta et al., 2004; Akiyama et al., 2004; Sasaki et al., 2001)

V mnoha pracich jak na nasem (Prockop 1997, Urdzikova et al., 2006;
Jendelova et al. 2004, Sykova and Jendelova 2005, Nandoe et al. 2006, Sykova et al.
2006a,b, Sykova and Jendelova 2006, Urdzikova et al. 2006, Sykova and Jendelova
2007a,b) tak i jinych pracovistich bylo dokazano, Ze lécba misniho poranéni pomoci
kmenovych bunék kostni dfené (systémova i lokalni) statisticky vyznamné zlepsSuje
motorickych a sensitivni funkce zadnich koncetin a k redukci atrofie misni. Pfitom
nékteré prace dokazuji, Ze lokalni 1écba ma lepsi vysledky neZli systémova aplikace
(Vaquero et al., 2006b). Navic MSC mohou mit pozitivni vliv na motorickou funkci i
regeneraci poranéné michy i v chronické fazi SCI (Zurita et al., 2006, 2008). Hydrogel
tedy mtze slouzit nejen jako zdkladni struktura pro regeneraci elementi misni tkané¢,
ale i jako nosi¢ kmenovych bunék. Dle nasi studie jsou schopny MSC prezivat
v hydrogelu minimdlné po dobu 5 mésici od implantace (Hej¢l et al., zaslano
k publikaci). Implantaci hydrogelu s vysetymi kmenovymi burikami mtiZeme zajistit

lokalni ptisobeni kmenovych bunék a kombinaci pozitivniho vlivu obou modalit.



6. Zavéry

1. Hydrogely na bazi HEMA a HPMA v modelu akutniho SCI po 1 mésici od
implantace premostily misni lézi a dobfe adherovaly k okolni miSni tkani. Pory
hydrogeltt byly infiltrovany axony, Schwannovymi burikami a cévami. Astrocyty
vristaly do hydrogelti v akutni fazi minimadlné.

2. Do hydrogeltt na bazi HEMA s povrchovym ndbojem vristalo po 1 mésici od
implantace vétsi mnoZzstvi axontl a pojivovych elementt v porovnani s hydrogelem
bez naboje. Hydrogely s pozitivnim povrchovym nabojem podpofily vriistani axont
i do centralnich ¢asti implantatu v porovnani s negativnim povrchovym nabojem.

3. Vstfebatelné hydrogely na bazi HPMA se po 1 mésici od implantace do modelu

akutniho SCI postupné vstfebavaly od periferie do stfedu. Periferni ¢ast hydrogelu



byla nahrazena novou tkani, obsahujici regenerujici axony. Velikost periferni casti
byla pfimo timérna rychlosti vstfebavani hydrogelu.

4. Transekce michy ma za nasledek rozvoj progresivné se zvétSujici posttraumatické
kavity. OdloZzend implantace hydrogelu (po 7 dnech) po 3 mésicich statisticky
vyznamné redukovala objem posttraumatické kavity v porovnani s okamZitou
implantaci. Implantace hydrogelu statisticky vyznamné zmensuje objem kavity
v porovnani s transekci michy.

5. Hydrogel na bazi HPMA, bud s MSCs nebo bez MSCs, premostil chronickou
misni 1ézi. Do implantdtu vriistaly axony, Schwannovy burlky, astrocyty, cévy i
pojivova tkan. MSCs byly pritomny v hydrogelu i 5 mésici po implantaci.
Implantace hydrogelu osetého MSCs u chronického SCI statisticky vyznamné
redukovala atrofii misni tkané.

6. Implantace hydrogelu osetého MSCs do chronického SCI, na rozdil od implantace
hydrogelu samotného, vedla ke statisticky vyznamnému zlepSeni motorické i
senzitivni funkce zadnich koncetin u laboratorniho potkana ve srovnani s

chronickym SCI bez 1écby.
7. Souhrn

Hydrogely patfi mezi biomateridly uzivané k rekonstrukci experimentalniho
poranéni michy (spinal cord injury, SCI). V modelu akutniho SCI jsme implantovali
hydrogely na bazi 2-hydroxyetylmetakrylatu (HEMA) a
hydroxypropylmetakrylamidu (HPMA). Po 1 mésici hydrogely pfemostily
posttraumatickou kavitu, dobfe adherovaly k mi$ni tkéni a vytvofily permisivni
prostfedi, kam vrtstaly cévy, axony a Schwannovy burnky.

Fyzikdlni modifikace (napf. povrchovy ndaboj) hydrogeld mohou zlepsit
premosténi akutniho SCI. V hemisekci miSni jsme implantovali hydrogely na bazi

HEMA s povrchovymi ndboji a porovnali s hydrogelem bez ndaboje. Hydrogely



s povrchovym nabojem po 1 mésici podpoftily adhezi pojivovych bunék a rtist axontt
do implantatu v porovnani s hydrogelem bez naboje.

Vstiebatelné hydrogely mohou premostit miSni 1ézi a ndsledné se vstiebat.
V modelu akutniho SCI jsme implantovali hydrogely na bazi kopolymeru HPMA a
etoxyetylmetakrylatu (EOEMA), které se vstfebavaly smérem z periferie, jeZ byla po
1 mésici nahrazena novou tkani, smérem do centra, tvoreného amorfni hmotou
zbytku hydrogelu s minimem vrostlé tkané.

Premosténi misni léze mutzeme zlepsit odlozenou implantaci hydrogelu.
V transekci michy jsme implantovali hydrogel na bazi HEMA akutné a odloZené (po
7 dnech). OdloZena implantace redukovala objem posttraumatické kavity po 3
mésicich v porovndni s akutni implantaci hydrogelu. Také implantace hydrogelu
(akutné ¢ odloZené) vyznamné redukovala objem posttraumatické kavity
v porovnani s transekci.

V modelu chronického SCI jsme po 5 tydnech implantovali hydrogely na bazi
HPMA (s MSCs nebo bez MSCs) a porovnali s vyvojem chronického SCI bez 1écby.
Hydrogely po 6 mésicich dobfe premostily kavitu, byly prorostlé cévami, axony,
Schwannovymi burikami a také astrocyty. Implantace hydrogelu s MSCs vedla k
vyznamné redukci atrofie misni tkdné. Implantace hydrogelu s MSCs vyvolala
vyznamné zlepsSeni v motorickych i senzitivnich funkcich v porovnani s chronickym

SCI bez terapie.



8. Summary

Hydrogels are biomaterials used in the treatment of experimental spinal cord injury
(SCI). In a model of acute SCI, we implanted hydrogels based on 2-
hydroxyethylmethacrylate (HEMA) and hydroxypropylmethacrylamide (HPMA).
One month after implantation the hydrogels bridged the cavity, adhered well to the
spinal cord and created permissive environment, infiltrated with blood vessels,
axons and Schwann cells.

Physical modifications (e.g. surface charge) of hydrogels may improve bridging of
acute SCI. We implanted hydrogels based on HEMA with a surface charge in spinal

cord hemisection and compared with a hydrogel without charge. Hydrogels with



surface charge improved connective tissue adhesion and growth of axons compared
to a hydrogel without charge.

Biodegradable hydrogels may bridge a lesion followed by complete resorption. In a
model of acute SCI we implanted hydrogels based on the copolymer of HPMA and
etoxyethylmethacrylate (EOMA) degraded from the periphery, which was
substituted with new tissue after 1 month, to the center, comprising amorphous
residuals of the hydrogel.

Delayed hydrogel implantation may improve bridging of spinal cord lesion. We
implanted hydrogels based on HEMA acutely or in a delayed fashion (after 7 days)
in spinal cord transection. Delayed implantation reduced the volume of the cavity
after 3 months compared to acute implantation of hydrogel. Hydrogel implantation
(acute or delayed) significantly reduced the volume of the posttraumatic cavity
compared to transection.

In a model of chronic SCI we implanted hydrogels based on HPMA (alone or with
MSCs) after 5 weeks and compared to chronic SCI without treatment. Hydrogels
bridged the cavity after 6 months and were infiltrated with blood vessels, axons,
Schwann cells and astrocytes. Hydrogels with MSCs led to a statistically significant
reduction of spinal cord atrophy. The implantation of hydrogels with MSCs led to a
significant improvement in both motor and sensory function compared to chronic

SCI without therapy.
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