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 Vliv modifikace extracelulární matrix na změnu struktury a 
regeneraci nervové tkáně 

Abstrakt 

 Extralelulární matrix (ECM) je nebuněčná 3D struktura, která se nachází ve všech 

typech tkání a podílí se nejen na tvorbě struktury a fyzikální podpory tkání, ale 

aktivně vstupuje do biologických dějů a homeostázy. Modifikace ECM může přispět 

k změnám plasticity nervové tkáně. Proto je v naší studii použit 4-

Methylumbelliferone (4-MU) který narušil strukturu perineuronálních sítí, 

obklopující některé typy neuronů, které jsou zodpovědné za tvorbu paměťových 

stop. Myši byly po dobu 6 měsíců krmena krmivem s příměsí 4-MU (6,7mg/g/den), 

což zlepšilo jejich paměťové schopnosti, testované v testu spontánní rekognice, bez 

výraznějšího negativního vlivu na ledviny, játra či klouby. V další časti naší studie 

byl vytvořen biomimetický hydrogel pomocí decelularizace extracelulární matrix 

derivované z fetální lidské pupečníkové tkáně.  Vzhledem k nízké stabilitě 

vytvořené UC-ECM a její rychlé degradaci byla struktura stabilizována kovalentní 

genipinovou vazbou (ECM/G). Stabilizace při použití 1mM genipinu zvýšila 

biologickou stabilitu materiálu. UC-ECM tak jako ECM/G neprokazoval toxicitu 

v testech in vitro, kdy nebyla negativně ovlivněna proliferace mezenchymálních 

kmenových buněk, axonální pučení nebo růst a diferenciace nervových kmenových 

buněk. Biokompatibilita obou materiálů byla in vivo ověřovaná pomocí aplikace 

materiálu do intrakortikální fototrombotické potkaní léze, kde byla pozorována 

gelace a infiltrace léze a hydrogelu hostitelskými buňkami po 1 a 14 dnech od 

aplikace.  Závěrem se dá poukázat, že ECM je důležitá struktura nervové tkáně, která 

má jak vliv na správnou fyziologickou funkci, neuromodulaci a mimo jiného na 

proces učení, tak také ovlivňuje reparační procesy po zranění nervové tkáně. 

 

Klíčová slova 

4-Methylumbelliferone, extracelulární matrix, hydrogel, kolagen, kyselina 

hyaluronová, neuroplasticita, paměť, perineuronální sítě, pupečník 
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Regeneration and structural changes of the nerve tissue after the extracellular 
matrix modification. 

 
 

Abstract 

 ECM modification may contribute to changes in nerve tissue plasticity. Therefore, 

4-methylubulliferone is used in our study, which disrupted the structure of the 

perineuronal networks surrounding some types of neurons responsible for the 

formation of memory traces. Mice were fed a 4-MU diet (6.7 mg / g / day) for 6 

months, which improved their memory skills in a spontaneous recognition test 

without a significant adverse effect on the kidneys, liver, or joints.In the next part of 

the study, an extracellular matrix (UC-ECM) was derived from fetal human 

umbilical cord tissue also generated as biomimetic hydrogel. Due to the generated 

UC-ECM's low stability and rapid degradation, the structure was stabilized by 

covalent genipin bonding. Stabilization with 1 mM genipine increased the biological 

stability of the material. UC-ECM as well as ECM/G didn’t show toxicity in vitro in 

mesenchymal stem cell proliferation; axonal budding or neural stem cell growth and 

differentiation were not adversely affected. The biocompatibility of both materials 

was verified in vivo by applying the material to an intracortical photothrombotic rat 

lesion, where gelation and infiltration of the lesion and hydrogel by host cells were 

observed 1 and 14 days after aplication. In conclusion, ECM is an essential structure 

of nervous tissue that affects both proper physiological function, neuromodulation, 

and among other things, the learning process. Also, it affects repair processes in 

nerve tissue injury. 

 
 
 
 
Keywords  

4-Methylumbelliferone, collagen, extracellular matrix, hyaluronic acid, hydrogel, 
memory, neuroplasticity, perineuronal nets, umbilical cord 
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1. Úvod do problematiky 
Základní strukturní a funkční jednotkou CNS jsou neurony, což jsou buňky 

specializované na příjem, vedení a zpracovávání informací. Mají širokou škálu tvarů 

a velikostí, které se liší v závislosti na jejich funkci. Gliové buňky jsou další 

buněčnou součástí CNS. Dělí se na buňky, které mají neuroektodermální původ, což 

jsou makroglie a buňky mezodermálního původu, mikroglie, které migrují do CNS 

z krevního řečiště.Extracelulární prostor (ECS-extracellular space) tvoří přibližně 

15-20% objemu CNS. Je důležitou komunikační cestou mezi neurony a gliovými 

buňkami. Kromě iontů a jiných anorganických molekul obsahuje makromolekuly, 

syntetizované v neuronech a gliových buňkách a jsou označovány jako 

extracelulární matrix (ECM). Ta je tvořena hlavně glykoproteiny, proteoglykany, 

glykosaminoglykany a jinými makromolekulami. Iontové prostředí ECM není stálé, 

závisí na neuronové aktivitě a obsahuje difundující neuroaktivní látky, které se 

vážou na mimosynaptických vysoce afinitních vazebných místech neuronů, axonů a 

gliových buněk (difuzní přenos). Některé molekuly ECM vytvářejí struktury, které 

obklopují neurony, na které jsou vázány ve formě perineuronálních sítí. 

 

1.1. Extracelulární matrix 
 

Extracelulární matrix (ECM) je komplexní nebuněčná struktura, nacházející se ve 

všech typech tkání a orgánů, kde netvoří jenom základní fyzikální podpůrnou 

strukturu pro buňky, ale rovněž iniciuje klíčové biochemické a biomechanické 

podněty, které jsou nutné pro morfogenezi, diferenciaci, a pro homeostázy tkání. 

Důležitost ECM je názorně ilustrována širokým spektrem syndromů a poruch, které 

vyplývají z genetických abnormalit v proteinech ECM a které mohou mít méně 

závažné až závažné zdravotní důsledky (Järveläinen et al. 2009).  
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1.1.1. Složení extracelulární matrix 
 

ECM se skládá ze dvou hlavních tříd makromolekul: proteoglykanů (PG) a 

skleroproteinů (Jarvelainen a kol., 2009; Schaefer a Schaefer, 2010). Řada 

makromolekul, které tvoří ECM mohou být řazena do čtyř kategorií: kolageny, 

glykosaminoglykany (GAGs), nekolágenové glykoproteíny a elastin. 

 

 
 

 

Obr. 1 Funkce ECM (1) Ukotvení a adheze (2) Migrační bariéra (3) Migrační cesta (4) Rezervoár 

signálu (5) Koreceptory s nízkou afinitou (6) Přenos signálu (7) Vytváří funkční fragmenty (8) Řídí 

biomechanické procesy. (M. Su et al. 2021) 

 

1.2. Perineuronální sítě 
 

ECM může formovat jako difúzní tak i kondenzovanou formu sítě, těsně obklopující 

buňky a hraje důležitou roli ve vývoji neuronů, plasticitě a patofyziologii.(Miyata 

and Kitagawa 2017). Nejčastější formou kondenzované ECM v centrálním 

nervovém systému (CNS) jsou perineuronální sítě (PNN), které obklopují tělo a 
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proximální dendrity různých neuronálních subpopulací. PNN jsou struktury 

pericelulární kondenzované extracelulární matrix (ECM), které obklopují soma a 

proximální a střední dendrity neuronů, často se rozšiřují tak, že zahrnují počáteční 

segment axonu. Synapse, které narážejí na neurony v těchto oblastech, jsou 

obklopeny a zabudovány do PNN (Blosa et al. 2013; Vo et al. 2013). PNN v podstatě 

sestává z hlavního řetězce složeného z glykosaminoglykanu (GAG) hyaluronanu, na 

který jsou vázány CSPG. Matrix je stabilizována vazebnými proteiny a tenascin-R 

doplňuje strukturu (Kwok, Foscarin, and Fawcett 2015; Oohashi et al. 2015). Složení 

PNN je poněkud proměnlivé; nicméně mechanismus, kterým se tvoří nejběžnější 

typy PNN, je obecně dobře znám. 

 
Obr. 2 Klíčové komponenty tvořící PNN (Fawcett, Oohashi, and Pizzorusso 2019) 
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Manipulace s PNN může mít vliv na synapse, plasticitu, paměť, chování a 

psychiatrické stavy (Sorg et al. 2016). Efekt PNN je většinou zprostředkován 

pomocí jejich CSPG. Pouze 2 % celkových CSPG v nervovém systému se nacházejí 

v PNN, zatímco zbývajících 98 % je přítomno v difúzní matrix (Deepa et al. 2006). 

Obecně platí, že proteoglykany (včetně CSPG) uplatňují své účinky buď přímým 

působením na receptory, nebo častěji přitahováním a lokalizací efektorových 

molekul na místa, kde mohou interagovat s lokálními receptory nebo působit jako 

součást tripartitního receptoru-ligand-GAG komplexu. Vazebné vlastnosti a 

interakce řetězců CS-GAG jsou určeny motivy náboje, které jsou produktem jejich 

vzoru sulfatace (Gama et al. 2006; Mikami, Yasunaga, and Kitagawa 2009; Mikami 

and Kitagawa 2013; Sugahara and Mikami 2007). Mobilita těchto membránových 

proteinů je omezena přítomností molekul ECM a štěpení nebo odstranění 

specifických složek PNN může ovlivnit krátkodobou synaptickou plasticitu a funkci 

excitačních spojení na interneurony PV+ (Favuzzi et al., 2017; Frischknecht et al., 

2009). Obecně se ukázalo, že PNN jsou zodpovědné za synaptickou stabilizaci a 

shlukování receptorů, což v konečném důsledku omezuje plasticitu (Fawcett, 

Oohashi, and Pizzorusso 2019; Frischknecht et al. 2009; Pyka et al. 2011). Rovněž 

se prokázalo se, že PNN přispívají k mnoha fyziologickým mozkovým funkcím, 

včetně učení a paměti, a jsou zapojeny do mnoha poruch nebo patologií, jako jsou 

zotavení z poranění míchy, schizofrenie, neurodegenerativní onemocnění, epilepsie, 

autismus a drogová závislost (Sorg et al., 2016; Pantazopoulos a Berretta, 2016; 

Bozzelli et al., 2018). 

 

1.2.1. Perineuronální sítě a paměť 

 

Vzhledem k tomu, že paměť je formou plasticity, která se opírá o krátkodobé a 

dlouhodobé synaptické změny, je role ECM v této kognitivní funkci velice zajímavá. 

V paradigmatu podmiňování strachu, který závisí na aktivitě v amygdale (ve které 

je mnoho neuronů obklopeno PNN), injekce ChABC do amygdaly zvýšily ztrátu 
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paměti. Toto umožnilo vymazat paměť strachu (fear memory) u dospělých myší, což 

je efekt plasticity „neučení“, který je obvykle možný pouze u mladých myší 

(Gogolla et al. 2009). Podobně podávání ChABC do sluchové kůry myší inhibovalo 

podmiňování „sluchového strachu“ a injekce ChABC do sekundární zrakové kůry 

ovlivnila dlouhodobé vzpomínání na podmiňování „zrakového strachu“ (Thompson 

et al. 2018). Tyto studie naznačují, že schopnost odnaučit se stresovým 

vzpomínkám, která je obvykle spojována s mladými zvířaty, může být dospělým 

obnovena trávením CS-GAG, pravděpodobně prostřednictvím modifikace PNN. 

 

1.3. ECM využívaná jako lešení pro opravu poškozené CNS 
 

Omezená reparační kapacita centrálního nervového systému (CNS) je značnou 

lékařskou výzvou, protože v současné době neexistuje žádná dostupná léčba, která 

by umožnila obnovu poškozených spojení. Biologické lešení obsahující nativní 

extracelulární matrix (ECM) představují struktury velmi podobné strukturám 

neporaněné hostitelské tkáně s mnohými výhodami, jako je komplexní přírodní 

složení, trojrozměrná struktura, retence růstových faktorů a bioaktivní vlastnosti, 

včetně stimulace angiogeneze a migrace endogenních progenitorových buněk nebo 

modulace imunitní reakce. (Crapo, Gilbert, and Badylak 2011). Tyto jedinečné 

vlastnosti lešení ECM zajištují funkční remodelaci postižené oblasti, což je na rozdíl 

od tvorby zjizvené  tkáně, která obvykle probíhá při standardním hojení (Badylak 

2002) Věk dárcovské tkáně je důležitým parametrem, který způsobuje významné 

rozdíly mezi vlastnostmi ECM získané ze stejného zdroje. Ukázalo se, že s věkem 

narůstá zesíťování ECM v důsledku neenzymatické glykace proteinů (Semba, 

Nicklett, and Ferrucci 2010) a ukládání tukové tkáně a fibrózy, zatímco biologické 

materiály pocházející z mladších zvířat jsou spojeny s konstruktivnější tkání 

vhodnou pro dané místo. (Sicari et al. 2012; Tottey et al. 2011). V tomto kontextu 

představuje lidský pupečník (UC- umbilical cord) vhodný zdroj neonatální tkáně, 

který je snadno dostupný v dostatečném množství bez jakýchkoli etických omezení. 

Za zmínku stojí, že UC se běžně používá v regenerativní medicíně pro izolaci 
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mezenchymálních kmenových buněk (MSC) a endoteliálních buněk a může také 

sloužit jako zdroj pro izolaci kyseliny hyaluronové. Protože jde o extraembryonální 

tkáň, odstraňuje překážky související s věkem, jako je remodelace ECM, fibróza, 

oxidační stres a další negativní změny (Kurtz and Oh 2012) Za účelem vytvoření 

injekčních hydrogelů lze ECM z různých decelularizovaných tkání enzymaticky 

solubilizovat do kapalné formy, která se za fyziologického pH a teploty sama sestaví 

do formy hydrogelu (Badylak et al. 2005; DeQuach et al. 2010; Okada et al. 2010). 

Dříve popsané injekční hydrogely ECM připravené decelularizací prasečího mozku 

(B-ECM), míchy (SC-ECM) a prasečího močového měchýřu (UB-ECM) odhalily in 

vitro neurotrofické vlastnosti v prostředí po injekci do experimentálně vyvolané 

dutiny po mrtvici (Ghuman et al. 2016) nebo poranění míchy (Tukmachev et al. 

2016) in vivo. 

 

2. Hypotézy a cíle disertační práce 
Poslední léta výzkumu jasně ukazují, že ECM je nejenže stabilizační struktura pro 

nervový systém, ale aktivně se podílí i na neuromodulačních dějích, plasticitě CNS 

a v aktivaci i inhibici různých drah. Ovlivnění perineuronálních sítí už v minulosti 

prokázalo zlepšení paměťových stop a návrat schopností modulace paměti do 

juvenilních stádií. V této studii jsme použili inhibitor vzniku hyaluronanu (4-

methylumbilliferon) podávaný perorálně a sledovali jeho vlivy na modulaci paměti. 

 

Rovněž bylo zjištěno, že materiály a hydrogely vytvořené z ECM jsou schopné 

ovlivňovat regeneraci tkání, kvůli jejich biomimetičnosti, trojrozměrné struktuře a 

biologické aktivitě jejich molekul, které mohou aktivně působit v místě poranění 

podpůrně, chemotakticky a protizánětlivě. Proto jsme vyvinuly materiály 

derivované z lidské neonatální lidské tkáně pupečníku, jejichž vlastnosti jsme 

ověřovali jak in vitro na různých buněčných liniích, tak in vivo na modelu kortikální 

fotochemické léze. 
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2.1. Stanovené hypotézy 

 

• Perineuronální sítě jsou struktury tvořené hlavně chondroitinsulfáty 

ukotvenými na kostře z hyaluronanu. Je možné pomocí perorálního podání 

4-methylumbilliferonu, který je blokátor syntézy kyseliny hyaluronové, 

rozvolnit perineuronální sítě a tím zlepšit krátkodobou paměť? Bude mít 

systémové podání léčiva negativní efekt na další orgány a motoriku? 

 

• Hydrogely vytvořené z extracelulární matrix se ukazují jako vhodné lešení 

při poranění tkání. Je možné vytvořit hydrogel z liské fetální tkáně 

pupečníku, který by podporoval reparační procesy v hojení po poškození 

nervového systému? 

 

• V minulých studiích bylo pozorováno, že hydrogel derivovaný z ECM je 

v místě poranění relativně rychle degradován. Je možné strukturu 

vytvořenou z lidského pupečníku stabilizovat pomocí genipinu a tím 

prodloužit dobu degradace in vivo? 

 
2.2. Dílčí cíle práce 

 

• Sledování efektivity rozvolnění PNN po perorálním podání 4-MU pomocí 

imunohistochemických a biochemických analýz mozku a míchy. 

 

• Pomocí behaviorálního testování zjistit efektivitu 4-MU léčby na zlepšení 

paměti po 2/3/6 měsících léčby a zjistit, zda efekt bude přetrvávat i měsíc po 

vysazení léčby. 

 

• Pomocí motorických testů zjistit vliv na motorické schopnosti myší po 6 

měsíční léčbě a pomocí histochemické analýzy sledovat efekt na klouby, 

slezinu, játra a ledviny. 
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• Vytvoření extracelulární matrix z lidského pupečníku, jeho stabilizace 

pomocí zesíťovaní a ověření biokompatibilty in vitro na mezenchymálních 

kmenových buňkách, DRG explantátech a spinální fetální linii. 

 

• Ověření biokompatibility nově syntetizovaného gelu z ECM, jeho gelace a 

migrace makrofágů in vivo na potkaním modelu fototrombotické léze 

v intervalech 1 a 14 dní po implantaci. 

 

3. Materiály a metody 

3.1. Experimentální zvířata 
 

Studie byly prováděny na myším kmenu C57BL/6JOlaHsd, kde bylo použito 24 

myší ve věku 3 měsíců a potkaním kmenu Wistar o váze (33030g).  

Zvířata byla chována v klecích s 12h režimem světla a tmy a neomezeným přístupem 

k vodě a potravě. Všechny behaviorální testy byli provedeny v průběhu denní fáze 

cyklu. 

 

3.2. Sledování účinků 4-MU na myším modelu 

Myši byly krmeny ad libitum krmivem s příchutí čokolády s obsahem 4-MU 

6,5mg/g/deň nebo s čokoládovým kontrolním krmivem. po dobu 6 měsíců. Část 

zvířat byla usmrcena přímo po 6 měsících léčby a orgány byly vypreparovány a 

použity pro biochemické, histologické nebo qPCR analýzy. 

 

3.2.1. Behaviorální testy 
 

K pozorování účinku 4-MU byly provedeny série paměťových a funkčních 

lokomočních testů. Test spontánní alternace (SA) testuje pozornost vůči novým 
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podnětům a prostorovou paměť, které jsou závislé na hipokampu a test spontánního 

rozpoznávaní objektů (SOR) byl k určení rozpoznávací paměti myší. 

Rotarod a test síly úchopu byly použity pro ověření dopadu léku na motorické 

funkce, pohyblivost kloubů a svalovou degeneraci. 

 

3.2.2. Extrakce a kvantifikace glykosaminoglykanu (GAG) 

 

GAG analýzy byly provedeny na 3 zvířatech na skupinu. Purifikace GAGs byla 

provedena podle protokolu z (Lin et al. 2011).   

 

3.2.3. Imunohistochemická analýza PNNs 

 

Počet WFA pozitivních (WFA+) neuronů jsme stanovily v hipokampální CA1-3. 

Intenzita barvení WFA byla měřena z WFA+ neuronů nacházejících se 

v hipokampální oblasti CA1-3. Fluorescenční snímky neuronů z hipokampální 

oblasti CA2/CA3 obarvených na agrekan byly 3D trasovány a byly použity k 

provedení podrobné analýzy morfologické struktury. 

 

3.2.4. Analýza genové exprese 

 

Změny v genové expresy mRNA souvisejících se syntézou HA, hyaluronidázami, 

proteoglykany chondroitin sulfátu, tenascinem-C, synaptickým růstem  a receptory 

pro HA, byly stanoveny pomocí kvantitativní real-time PCR (qPCR). 

 

 

3.2.5. Histopatologické hodnocení 
 

Pro histopatologické hodnocení byly odebrány vzorky sleziny, jater, ledvin a 

chrupavky.  Slezina, játra a ledviny byly obarveny na hematoxilin-eosin, 
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chrupavky byli obarveny Alciánovou modří. Vzorky byly poté mikroskopicky 

analyzovány.  

 

3.3. Decelularizace a příprava ECM; ECM/G hydrogelů z pupečníku 
 

Pro přípravu ECM hydrogelu z lidských pupečníků (UC-ECM) byly pupečníky 

získány od zdravých donošených novorozenců po spontánním porodu. Pro 

přípravu hydrogelů byly práškové vzorky ECM solubilizovány. Pro vytvoření 

zesíťovaného ECM (ECM/G) byl neutralizovaný pregel společně s genipinem v 

koncentraci 1mM.  

 

3.3.1. In vitro charakterizace ECM 
 

Všechny vytvořené hydrogely byly charakterizovány in vitro pomocí stanovení 

proliferace hMSC v rozličných intervalech, pomocí sledování růstu a diferenciace 

neurálních kmenových buněk a pomocí kultivace explantátů gangliích dorzálních 

kořenů míšních na vytvořených ECM. 

 

3.3.2. Injekce hydrogelů do potkaního modelu kortikální fototrombotické léze 
 

Pro testování biokompatibility hydrogelů in vivo byla vytvořena fokální mozková 

fotochemická léze v motorickém kortexu u potkanů, do které byly implantovány 

vytvořené hydrogely. Mozkové řezy byly obarveny na buněčná jádra, na CD68 a 

CD206 a vimentin. Relativní počet mikroglií/makrofágů (CD68+) a (CD206+) v 

oblasti byl stanoven z řezů nasnímaných fluorescenčním mikroskopem. Množství 

ED1 pozitivních a CD206 pozitivních makrofágů bylo vztaženo k počtu všech 

buněčných jader obarvených na DAPI v oblasti obklopující léze. 
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4. Výsledky a diskuse 
 

4.1. Modifikace ECM blokací syntézy kyseliny hyaluronové 
 

PNN představují slibný cíl léčby pro mnohá onemocnění mozku nebo poranění 

CNS.  Proto 4-Methylumbelliferone (4-MU), jakožto inhibitor syntézy HA, může 

mít široký potenciál ve funkční modulaci struktur bohatých na HA. 4-MU je lék 

schválený pro klinické použití. Denní perorální dávka ve výši 1200 mg/den po dobu 

3 měsíců je u lidí dobře tolerována, nevykazuje závažné nežádoucí účinky a rovněž 

slouží jako dávka používána pro zkoumání nových indikací léčiva (Nagy et al. 2015; 

Trabucchi et al. 1986). (Nagy et al. 2015). V této studii jsme použili perorální dávku 

~6,7 mg/g/den (5 % 4-MU v krmivu), které bylo již dříve prokázáno jako dobře 

tolerované a účinné terapeutikum (Hedwich F. Kuipers et al. 2016; H. F. Kuipers et 

al. 2016; Nagy et al. 2015). 

 

4.2. 4-MU zlepšilo zachování paměti v behaviorálním testování 
 

Nejprve jsme zkoumali spontánní alternaci (SA) po 2. a 6. měsících léčby 4-MU 

(Obr. 3A). Tento test kvantifikuje ochotu hlodavců zkoumat nové prostředí a také 

krátkodobou prostorovou paměť. Mezi skupinami nebyl pozorován žádný rozdíl 

v celkové aktivitě nebo alternaci. Poté jsme testovali rozpoznávací paměť pomocí 

SOR testu po 2, 3 a 6 měsících léčby 4-MU a 1 měsíc po léčbě. Zvířata jsou testována 

v různých časech po vystavení objektům, čímž se měří paměťová perzistence. 

Signifikantní zlepšení paměti bylo zjištěno po 2 měsících léčby ve 3hodinovém 

intervalu ve srovnání s kontrolní skupinou a taky signifikantní zlepšení paměti po 6 

měsících léčby v intervalu po 24 hodinách ve srovnání s kontrolní skupinou a 

skupinou, která byla měsíc po léčbě. Obdobné pozorování zlepšení paměti po 24 

hodinovém intervalu bylo dříve pozorováno u knock-outovaných myší, kterým 

chyběl gen Hapln1, který kóduje spojovací protein nezbytný pro tvorbu PNN v CNS, 

a rovněž po enzymatické degradaci struktur PNN pomocí chondroitinázy ABC v 
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perirhinálním kortexu (Romberg et al. 2013). Naše výsledky naznačují, že perorální 

léčba 4-MU by mohla prostřednictvím down-regulace PNN zlepšit paměť. Zjistili 

jsme, že účinek 4-MU po 1 měsíci nepřetrvává a hodnoty v SOR teste se vrátili na 

skóre před léčbou. Výsledky tím naznačují zapojení dalšího mechanismu v řízení 

paměti při rozpoznávání objektů, který je nezávislý na PNN. Ukázalo se, že HA 

reguluje obnovu, proliferaci a diferenciaci nervových kmenových buněk v gyrus 

dentatus hipokampu (W. Su et al. 2017). Je možné, že přetrvávající nízká hladina 

HA vyvolaná prodlouženým podáváním 4-MU brání hipokampální neurogenezi, 

která je nezbytná pro získávání a tvorbu paměti. 

 
 
Obr. 3 Test spontánní alternace (SA) a aktivity po 2 a 6-ti měsících léčby pomocí 4-MU (A). Test 

SOR byl proveden po 2/3/6-ti měsících léčby 4-MU a poté po 1 měsíc po léčbě (vymytí) (B) 
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4.2.1. Podávaní 4-MU zredukovalo množství PNN v oblasti hipokampu 
 

Již dříve bylo prokázáno, že rozpoznávací paměť souvisí s hipokampem a přilehlými 

kortikálními oblastmi včetně entorhinálního, perirhinálního a parahipokampálního 

kortexu, které se podílejí na normální funkci paměti (Baxter 2010). V předchozích 

studiích redukcí PNN za pomoci chondroitinázy ABC v perirhinálním kortexu  se 

zvýšilo dosažené skóre v SOR testu (Romberg et al. 2013; Yang et al. 2015). V naši 

studii jsme potvrdili snížení PNN po léčbě 4-MU v hipokampu. Pro zobrazení PNN 

jsme použili barvení pomocí WFA a agrekanu, čímž jsme nejprve vyhodnotili 

účinek 4-MU na intenzitu PNN a celkový počet neuronů nimi obklopených (Obr. 

4A). Zatímco celkový počet WFA pozitivních neuronů zůstává podobný, dochází k 

významnému poklesu intenzity WFA kolem těl neuronů jak ve skupině léčené 6 

měsíců 4-MU, tak ve skupině, která byla měsíc po léčbě (Obr. 4B) 

 
 
Obr. 4 (A) Reprezentativní snímky imunofluorescenčního barvení WFA v CA1-CA3 oblasti 

hipokampu u kontrolních myší, myší léčených 4-MU po dobu 6-ti měsíců a myší 1 měsíc po léčbě 



 20 

(WOE-wash out effect- efekt vymývání). (B) Intenzita barvení WFA a celkový počet buněk 

pozitivních na WFA stanovený v oblasti hipokampu (CA1-CA3). Významný pokles intenzity 

barvení WFA byl pozorován po 6 měsících léčby 4-MU a přetrvával i 1 měsíc po léčbě ve srovnání 

s kontrolní skupinou. 

 

 



 21 

Obr. 5 Morfologické parametry PNN obarvené pomocí agrekanu v hipokampální oblasti 

CA2/CA3 u kontrolní skupiny, skupiny s 4-MU po 6 měsících léčby a ve skupině 1 měsíc po léčbě. 

 

Naše výsledky naznačují korelaci zlepšení rozpoznávací paměti a snížení PNN po 6 

měsících léčby 4-MU. Toto zjištění také souhlasí s předchozí studií, která prokázala, 

že zlepšení rozpoznávací paměti souvisí s redukcí PNN v hipokampu a jeho 

přidružených oblastech, jako je perirhinální kortex (Romberg et al. 2013). Naše 

výsledky naznačují korelaci zlepšení rozpoznávací paměti a snížení PNN po 6 

měsících léčby 4-MU. Toto zjištění také souhlasí s předchozí studií, která prokázala, 

že zlepšení rozpoznávací paměti souvisí s redukcí PNN v hipokampu a jeho 

přidružených oblastech, jako je perirhinální kortex (Romberg et al. 2013).  

 

4.3. Použití ECM vytvořené z lidských pupečníků ve fototrombotické lézi a její 

stabilizace 
 

Decelularizované tkáně mohou být transformovány na lešení přírodního původu a v 

různých aplikacích použité v tkáňovém inženýrství (Spang and Christman 2018).  

Tyto biologické nosiče, složené z nativní extracelulární matrix (ECM), mají mnoho 

výhod, včetně trojrozměrné (3D) struktury, nízké imunogenicity a komplexního 

biomolekulárního složení (Kubinova 2017; Saldin et al. 2017), které slouží jako 

biologické lešení. Pro rekonstrukci nervových nebo jiných měkkých tkání jsou ECM 

ve formě hydrogelů klinicky přijatelnější, neboť tyto materiály si zachovávají svou 

biologickou aktivitu v kombinaci s výhodou možnosti injekční aplikace a in situ 

polymerizace. Injikovatelné ECM hydrogely z různých tkání byly už dříve použity 

pro léčbu poraněné míchy (Tukmachev et al. 2016), mrtvice (Freytes et al. 2008), 

po infarktu myokardu (Singelyn and Christman 2010), kritické ischemie končetiny 

(Ungerleider et al. 2016) a vývoje nové tukové tkáně (Young et al. 2011). 

V následujících studiích jsme připravovali ECM z prasečí a lidské tkáně. ECM 

z lidských pupečníků byla posléze implantována do fototrombotické léze, kde byla 
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sledovaná její degradace a imunogenicita. Rovněž jsme se zaměřily na degradaci 

vytvořeného materiálu a jeho stabilizaci pomocí kovalentního zesíťovaní genipinem. 
 

4.3.1. Příprava UC-ECM z lidských pupečníků 
 

V této studii jsme optimalizovali protokol decelularizace, jak popsal (Medberry et 

al. 2013), abychom připravili injikovatelný hydrogel z lidské pupečníkové tkáně, 

který kombinuje výhody neonatální tkáně lidského původu se snadnou dostupností, 

bez jakýchkoli etických nebo regulačních opatření. UC-ECM byla úspěšně 

decelularizována s minimálním buněčným obsahem v skeletu Barvení H&E a DAPI 

potvrdilo nepřítomnost reziduálních buněčných jader. 

 
Obr. 6 (A) První řada: H&E barvení (zleva doprava) řezů UC, UB, míchy (SC) a mozku (B) před 

decelularizací. Druhá řada: H&E barvení UC-ECM, UB-ECM, SC-ECM a B-ECM po 

decelularizaci. Třetí řádek: DAPI barvení na DNA (zleva doprava) UC, UB, SC a B řezů tkáně 

před decelularizací. Čtvrtý řádek: Barvení DAPI na obsah zbytkové DNA v UC-ECM, UB-

ECM, SC-ECM a B-ECM. Měřítko představuje 50 m. (B) kvantifikace dsDNA 
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4.3.2. Potvrzení buněčné proliferace a podpora neuronového růstu in vitro a 

biokompatibility in vivo na modelu fototrombotické léze 
 

Pro zjištění kompatibility námi vytvořeného UC-ECM a zesíťovaného ECM/G jsme 

materiál testovaly in vitro ve 4 typech testů, a to proliferace a chemotaxe hMSC, 

podpora prorůstaní neuritů za použití explantátových kultur z potkaních DRG a 

určení neuronové diferenciace NSC. Rovněž jsme sledovali kompatibilitu UC-ECM 

a ECM/G v mozkové tkáni in vivo pomocí aplikace do fototrombotické léze 

v potkaním modelu. Z některých studií vyplývá, že ECM nosič, který je odvozen 

z původního typu tkáně, nacházející se v místě poranění, může mít jedinečné složení 

molekulárních složek pro indukci konstruktivní tkáňově specifické remodelace.  

Například srdeční ECM prokázalo schopnost poskytovat tkáňově specifické podněty 

pro růst a diferenciaci srdečních buněk (Wang and Christman 2016).  Rovněž ECM 

ze skeletálního svalu specifického pro tkáň odhalilo lepší výsledky při léčbě kritické 

ischemie končetiny ve srovnání s UC-ECM (Ungerleider et al. 2016). Naproti tomu, 

jiné studie neprokázaly výhodu ECM odvozených z CNS oproti materiálům ECM 

nepocházejícím z CNS, pokud jde o jejich účinky na in vitro růst neuritů (Crapo et 

al. 2012; Leung, Crombleholme, and Keswani 2012), nebo in vivo neurotrofické 

vlastnosti při opravě poranění míchy (Tukmachev et al. 2016). Při sledování 

proliferace jsme v naší studii pomocí eseje WST-1 po 1/3/7 a 14-tich dnech. Vyšší 

proliferace buněk hWJ-MSCs byla zjištěna po 14tich dnech kultivace na UC-ECM 

v porovnání s kontrolní skupinou. V intervalech 1, 3 a 7 dní jsme nepozorovali 

signifikantní rozdíly mezi skupinami. 
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Obr. 7 (A) Porovnání proliferace hBM-MSC, (B) hASC, (C) a hWJ-MSC na lidské UC-ECM, 

prasečí UB-ECM, SC-ECM, B-ECM a kontrolní TCP na 1, 3, 7 a 14 dní s použitím činidla 

WST-1. Rychlost proliferace byla hodnocena na spektrofotometru a znázorněna jako optická 

hustota. 
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Obr. 8 Proliferace MSC v rozličných koncentracích (A) volného genipinu a na hydrogelech 

ECM/G zesíťovaných různými koncentracemi genipinu (B). Buněčná proliferace byla hodnocena 

pomocí testu Alamar Blue. Data jsou normalizována na počáteční hodnoty získané na začátku 

experimentu na nezesíťovaném ECM, které byly nastaveny jako 100% životaschopnost buněk 

(tečkovaná základní čára), (*p < 0,05, **p < 0,01 vs. nezesíťovaný ECM, n = 6). 

 

Sledovali jsme účinek také zesíťovaného ECM/G hydrogelu s 1 mM genipinem 

pomocí analýzy axonálního růstu senzorických neuronů, tentokrát izolovaných z 

dospělých DRG. 
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Obr. 9 Axonální růst disociovaných neuronů ganglií dorzálních kořenů dospělých potkanů (DRG) 

na hydrogelech ECM, ECM/G s koncentrací genipinu 1 mM. (A–B) DRG kultura na ECM 

hydrogelech barvených na beta-III-tubulin. (C) Procento buněk s neurity delšími než tělo buňky. 

Měřítko představuje 50 µm (n = 3) 

 

4.3.3. Ověření biokompatibility ECM a ECM/G in vivo na modelu 

fototrombotické léze 
 

Aby se prokázala in vivo biokompatibilita a stabilita ECM a ECM/G, i v této studii 

jsme po vzoru předešlé práce (Kočí et al. 2017) injikovali  hydrogely in situ do 

fokální ischemické léze vytvořené v motorické kůře potkana. ECM a ECM/G 

vytvořili gely v místě implantace, které byli infiltrovány hostitelskými buňkami. 

Rovněž bylo sledováno zvýšení retence zesíťovaného hydrogelu ECM/G po dobu 2 

týdnů od injekce in situ v porovnání s ECM bez genipinu. Po 2 týdnech  byl 

analyzován relativní počet mikroglií/makrofágů pozitivních na CD68 (ED1) a 

CD206 (ED2) v oblasti obklopující léze (Tab .1). 
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Tab. 1 Procento ED1 a CD206 pozitivních buněk v oblasti léze po injekci ECM a ECM/G do 

ischemické kortikální léze. (n = počet zvířat). 

  ECM ECM/G   
ED1 (% cell number) 33.84 ± 1.09 (n = 5) 35.56 ± 3.17 (n = 5) 
CD206 (% cell number)   28.05 ± 2.97 (n = 5)  30.09 ± 1.91 (n = 5)  

 

V této studii reakce makrofágů neodhalila žádné významné změny, které by 

naznačovaly zvýšenou imunogenicitu ECM/G ve srovnání s nezesíťovaným ECM. 

Kromě toho byla prevalence CD206+ makrofágů podobných M2 zjištěna jak ve 

skupinách ECM, tak ECM/G, podobně jako v našich předchozích studiích (Kočí et 

al. 2017; Tukmachev et al. 2016). Jak je znázorněno na Obr. 10A,E na barvení 

kolagenu, ECM i ECM/G vytvořily po 24 hodinách kompaktní hydrogel uvnitř léze 

a ten byl osídlen hostitelskými buňkami, jako jsou fibroblasty nebo makrofágy. 

 
 
Obr. 10 Koronální řezy mozku ilustrující gelaci a buněčnou infiltraci hydrogelů ECM (A-D) a 

ECM/G (E-H) in vivo, v intervalech (A,B,E,F) 1 den a (C,D,G, H) 2 týdny po injekci do 

fototrombotické ischemické léze v motorickém kortexu potkana. (A,C,E,G) Barvení na kolagen I 

(červená) a buněčná jádra (DAPI, modrá). (B,F) Barvení na vimentin (zelená) a DAPI (modrá). 

(D,H) Infiltrace makrofágů (ED1, zelená) do léze pomocí (D) nezesítěného ECM hydrogelu a (H) 

ECM/G 2 týdny po injekci hydrogelu do oblasti léze. Buněčná jádra byla obarvena na DAPI 
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(modrá). Tečkované čtverečky v C, G ukazují plochu zobrazovanou v D, H. Měřítko: (A,E,C,G) 

100 m, (B,D,F,H) 50 m. 

 

5. Závěr  
 

Tato práce sleduje roli extracelulární matrix v modifikaci funkcí nervové soustavy 

jak pomocí inhibice syntézy hyaluronanu po systematickém podání 4 – 

Methylumbilliferonu, tak i možností použití ECM jako podpůrného lešení po 

poranění mozkové tkáně. Extracelulární matrix (ECM) je struktura vyplňující 

mezibuněčný prostor ve všech typech tkání. V mozku tvoří 20% obsahu a vyskytuje 

se jak v difuzní, tak i v kondenzované podobě. Tato síť má nejen podpůrnou a 

strukturální funkci, ale i aktivně zasahuje do fyziologických i patologických procesů 

v CNS. Je důležitou komunikační cestou mezi neurony a gliovými buňkami. Kromě 

iontů a jiných anorganických molekul obsahuje makromolekuly, syntetizované v 

neuronech a gliových buňkách. Iontové prostředí ECM není stále, závisí na 

neuronové aktivitě a obsahuje difundujíce neuroaktivní látky, které se vážou i na 

mimo-synaptických vysoce afinitních vazebných místech neuronů, axonů a gliových 

buněk. Při zkoumání vlivu systémového použití léčiva perorální dávkou 

6,7mg/g/den po dobu 6 měsíců léčby a měsíc po jejím ukončení jsme pozorovaly jak 

v behaviorálním testování paměti, tak i pomocí imunohistologie a analýzy genové 

exprese, změny poukazující na snížení množství PNN sítí v mozku i míše. 

Behaviorální testování paměti bylo prováděno po 2/3/6 měsících a měsíc po 

ukončení léčby. Sice jsme nepozorovaly rozdíly v testu spontánní alternace, ani 

v aktivitě sledovaných jedinců, ale v testu, zaměřeném na krátkodobou paměť 

(SOR) jsme sledovali trend zlepšení paměti ve všech sledovaných intervalech. 

Zároveň byl pozorovaný signifikantní rozdíl v 24hodinovém intervalu mezi 

skupinou testovanou po 6 měsících a to jak vůči kontrolní skupině, tak i skupině 

měsíc po léčbě.  Tyto výsledky naznačují, že účinek 4-MU není permanentní a časem 

upadá. Imunohistochemická analýza rovněž podpořila naši hypotézu možností 

ovlivnění PNN pomocí 4-MU. Barvení neuronů na WFA i agrekan neukazovali 
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snížení počtu neuronů obklopených PNN, ale intenzita barvení na WFA byla vyšší 

u kontrolní skupiny v porovnaní se skupinou léčenou 6 měsíců, tak i skupinou 1 

měsíc po léčbě. Podobné výsledky jsme pozorovali při analýze délky a plochy 

neuronů pokrytých PNN při barvení na agrekan. Tady jsme rovněž pozorovali 

významní redukci PNN u skupiny léčené 6 měsíců, tak i u skupiny měsíc po léčbě. 

Imunohistologické výsledky PNN po měsíci léčby ukázali, že sítě nebyli obnoveny 

po měsíčním intervalu po vysazení léčiva, i když jsme pozorovali behaviorální 

změny v paměťových testech, kdy se výsledky vrátili na úroveň kontrolní skupiny. 

Důvod může být ten, že PNN nejsou jediná struktura, která se projevuje na změnách 

chování při testování paměti a může to znamenat určitou kompenzaci jiných systémů 

v neuroplasticitě. Rovněž genová analýza ukazovala zajímavé výsledky, hlavně 

v jednom sledovaném genu a to CD44, což je receptor pro HA. Po 6 měsících léčby 

jsme sledovali signifikantní pokles tohoto receptoru, zatím co 1 měsíc po vysazení 

léčby byl tento gen signifikantně up-regulován. Toto pozorování také naznačuje, že 

léčba 4-MU nemá permanentní účinky a po její vysazení se receptory pro HA 

začínají obnovovat. Závěrem této práce jsme sledovali negativní účinky systémové 

léčby na motorické schopnosti myší a histologickou analýzu vybraných orgánů, a to 

hlavně kloubů. Důvodem bylo, že perorální léčba 4-MU, který neselektivně inhibuje 

HAS, když je podávaná systémově, může blokovat tento enzym v tkáních, což může 

způsobovat různé defekty. Zaměřily jsme se hlavně na motoriku, z důvodu velkého 

množství HA v této struktuře. Motorické testy sice neprokázaly žádné změny po 

léčby, ale histologická analýza kloubů poukazovala na atrofii chrupavky. V zbylých 

sledovaných orgánech (slezina, játra, ledviny) jsme nepozorovaly žádné závažné 

změny, které by poukazovali na vysokou toxicitu dané léčby i při tak dlouhodobém 

užívání. 

 

Ve druhé studii, zaměřené na ECM jsme vytvořili materiál pomocí decelularizace 

lidské pupečníkové tkáně. Jak bylo ukázáno v předešlých částech této práce, věkem 

narůstá zesíťování ECM v důsledku neenzymatické glykace proteinů (Semba, 
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Nicklett, and Ferrucci 2010) a ukládání tukové tkáně a fibrózy.  Rovněž při použití 

xenotransplantátů existuje riziko vzniku imunitní odpovědi hostitele proti 

implantované tkáni či struktuře. Jako vhodné řešení se nabízí použití fetální tkáně 

z lidských pupečníků. Tato možnost řeší oba předešlé problémy se stářím tkáně a 

rovněž s xenotransplantáty a je získatelná poměrně jednoduše a bez etických 

problémů. V prvním kroku jsme vytvořili hydrogel UC-ECM z pupečníku, kterého 

vlastnosti byli porovnané se třemi hydrogely derivovanými z prasečich tkání, 

kterých vlastnosti byli potvrzené už v předešlých studiích. Tento hydrogel byl 

sledován jak in vitro kde bylo prokázaná podpora proliferace WJ-MSC (derivované 

z pupečníku), podpora prorůstání axonů a neurální kmenové buňky, které rostli na 

hydrogelu UC-ECM a po 7 dnech vykazovaly expresi časného neuronálního 

markeru NF70. V testu UC-ECM in vivo jsme prokázali gelaci in situ v místě 

implantace a rovněž infiltraci hostitelskýma makrofágy. Vzhledem k poznatkům 

z minulých studií, které ukazovali, že hydrogely derivované z ECM jsou relativně 

rychle degradovány, jsme se snažili najít spůsob stabilizace, která by zachovala 

pozitivní vlastnosti ECM a zároveň degradace by byla redukována. Pro tento cíl jsme 

si vybrali genipin, který kovalentně síťuje vytvořenou ECM. Zjistili jsme netoxickou 

koncentraci stabilizátoru, co je 1mM genipin a tento hydrogel jsme opět testovali in 

vitro v porovnaní s nezesíťovaným UC-ECM. Nový hydrogel (ECM/G) 

nepotlačoval buněčnou proliferaci MSC, prorůstaní axonů ani diferenciaci NSC. 

Rovněž v in vivo aplikaci in situ do fototrombotické léze jsme pozorovali gelovaní, 

infiltraci hostitelskými makrofágy a existenci gelu ve vytvořené lézi ještě po 2 

týdnech od implantace. 

V uvedených studiích byl můj přínos jak přípravě a návrhu realizace dílčích studií, 

tak po realizační stránce, a to v behaviorálních analýzách, přípravách vzorků, 

v imunohistochemickém a histochemickém vyhodnocování dat, a mikroskopických 

a molekulárních analýzách.    

 



 31 

6. Souhrn 

ECM je nejen podpůrná fyzikální struktura nervové soustavy a jiných tkání, ale 

podle posledních poznatků je to aktivní systém, zapojený do celkové homeostázy a 

funkce tkání. Rovněž hydrogely vytvořené z extracelulární matrix jsou schopné, po 

jejich aplikace do místa zranění nebo léze, modulovat odpovědi nervového systému,  

V nervové soustavě je možné její modifikací na různých úrovních měnit a tým 

modulovat aktivitu, motilitu i imunitní odpověď organismu na různé vstupy. 

V této práci jsme překázali, že rozvolnění PNN, které jsou jednou z forem ECM 

v CNS, pomocí inhibice syntézy hyaluronanu, mnělo efekt na struktury, zodpovědné 

za paměť a podporovalo neuroplasticitu. 

Tento systémový efekt byl prokázán jak behaviorálním testováním, tak 

imunohistochemickou a molekulární analýzou. 

Při zkoumání motorických funkcí jsme nepozorovali rozdíly mezi léčenou a 

neléčenou skupinou a rovněž při analýze orgánů jsme nezaznamenali patologické 

změny, které by mohli být způsobeny systémovou inhibicí HA v organismu. 

V další části práce jsme se snažili vytvořit novou formu hydrogelu z lidského 

pupečníku, který by svými fetálními vlastnostmi mohl fungovat jako lešení nebo 

nosič při poraněních nervového systému. Vzhledem k tomu, že samostatné 

hydrogely tvořené ECM mají relativně rychlou degradaci, našli jsme způsob 

netoxického kovalentního zesíťovaní pomocí 1mM genipinu. 

UC-ECM i ECM/G nevykazovali negativní účinky na MSC proliferaci a axonální 

růst senzorických neuronů DRG in vitro a rovněž vykazovali stabilní gelaci in situ 

po aplikaci do fototrombotické léze in vivo. 

Stejně tak jsme pozorovali kompaktní strukturu gelu v lézi 14 dní po aplikaci 

ECM/G infiltrovanou hostitelskýma makrofágy, což naznačuje, že kovalentní 

stabilizace byla úspěšná a podporovala protizánětlivé děje v místě léze. 
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7. Summary 
ECM is not only a supporting physical structure of the nervous system and other 

tissues, but according to the latest findings, it is an active system involved in general 

homeostasis and tissue function. Also, hydrogels formed from the extracellular 

matrix can modulate the nervous system's responses upon their application to the 

site of injury or lesion. 

In the nervous system, it is possible to change it at various levels and thus modulate 

the body's activity, motility, and immune response to various inputs. 

In this work, we demonstrated that the release of PNNs, which are one of the forms 

of ECM in the CNS, by inhibiting hyaluronan synthesis affected the structures 

responsible for memory and promoted neuroplasticity. 

This systemic effect has been demonstrated by both behavioral testing and 

immunohistochemical and molecular analysis. 

We did not observe differences between the treated and untreated groups when 

examining motor functions, nor did we observe severe defects in organ analysis that 

could be caused by systemic inhibition of HA in the body. 

In the next part of the work, we tried to create a new form of hydrogel from the 

human umbilical cord, which with its fetal properties, could act as a scaffold or 

carrier for injuries to the nervous system. Since the individual hydrogels formed by 

ECM have a relatively rapid degradation, we found a method of non-toxic covalent 

crosslinking using 1 mM genipine. 

Both UC-ECM and ECM/G did not show adverse effects on MSC proliferation and 

axonal growth in vitro and also showed stable in situ gelation after application to a 

photothrombotic lesion in vivo. 

We also observed a compact gel structure in the lesion 14 days after application of 

ECM/G infiltrated by host macrophages, suggesting that covalent stabilization was 

successful and promoted anti-inflammatory events at the lesion site. 
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