UNIVERZITA KARLOVA

2. lékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

Vliv modifikace extracelularni matrix na zménu struktury a

regeneraci nervové tkané

Regeneration and structural changes of the nerve tissue after the

extracellular matrix modification.

Jana Vallova

Praha, 2022



Disertacni prace byla vypracovana v ramci kombinovaného studia doktorskeho
studijniho programu Neurovédy na Ustavu experimentalni mediciny AVCR, v.v.i,
Videniska 1083, 142 20 Praha 4 — Kr¢; Ceska republika

Skolitel: MUDr. Lucia Machova Urdzikova, Ph.D.;Ustav experimentéalni mediciny
AVCR,VV.V.i, Oddé¢leni regenerace nervoveé tkan¢; Videnska 1083, 142 20 Praha 4
— Kr¢, Ceska republika

Oponenti:

Obhajoba se bude konat pted komisi pro obhajoby oborové rady Neurovédy dne
............................. V  eeeeeeeneeenieeneeeneeseesnneeneesnnees. OQ i

hod. .o Pfedsedou komise pro
obhajobu disertaéni prace byl yjmenovan:

Ptedseda oborové rady a garant doktorského studijniho programu:
prof. MUDr. Jan Laczo, Ph.D., Neurologicka klinika 2. LF UK a FN Motol
V Uvalu 84, 150 06 Praha 5

Dé&kan fakulty: prof. MUDr. Marek Babjuk, CSc.

S disertacni praci je mozno se seznamit na Oddéleni Ph.D. studia dekanatu 2.
1¢katské fakulty Univerzity Karlovy, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5 (tel. 224 435 836).



Obsah

YN 01 2 A PSRRI 5
ADSITACT. ..ttt ettt ettt et e e b e eaee 6
1. UvOd dO Problematiky ..........c.o.eueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
[.1. EXtracelularni mMatriX ........cceeorieeiiiiiiniieeiee ettt 7
1.1.1.  SloZeni extraceluldrni mMatriX ........ccceveeriiiiieniieiienieeeeeee e 8
1.2, Perineuronalnd SIt€..........ooviiiiiiiiiiiiiiie e 8
1.2.1.  Perineuronalni Sit€ a pamert’ ............ccovverieiiiiieeiiiiie e 10
1.3. ECM vyuzivana jako leSeni pro opravu poSkozené CNS............ccceeeeiveennne 11
2. Hypotézy a cile disertani prace.........cccevveeeviieriiieeiiie e esvee e 12
2.1, Stanovene hYPOLEZY........coovuiieiiiiiiiieiie ettt ettt 13
2.2, DIICT CILE PIACE. ...eeieeiieeeiiie ettt e e ree e enreaeens 13
3. Materidly @ MEtOAY.......vvveeiiiieeeiiiie et 14
3.1, Experimentalni Zvifata ...........cceoviiiiiiiiiieiiie e 14
3.2.  Sledovani ucink 4-MU na mySim modelU...........ccccevveeiiiiiiiniiiieceiieeee, 14
3.2.1.  Behavioralnd teStY ......ueveeriiieieiiie et e 14
3.2.2. Extrakce a kvantifikace glykosaminoglykanu (GAG)..........cccceeeevveennneee. 15
3.2.3. Imunohistochemickd analyza PNNS .........ccccocciiieniiiiieiiieecee e 15
3.2.4.  Analyza GENOVE EXPIESE ..ecveeerurieerieerrieeieieeeieeesreeensreeeseeesseesnsseesnseeennns 15
3.2.5. Histopatologické hodnoceni............cceeveeiiiiiiiiiiieciiee e 15
3.3. Decelularizace a ptiprava ECM; ECM/G hydrogelt z pupec¢niku............... 16
3.3.1.  Invitro charakterizace ECM............cccccooviiiiiniiiiiecieee e 16
3.3.2. Injekce hydrogelt do potkaniho modelu kortikalni fototrombotické 1éze 16
4. Vysledky a diSKUSE........oceiiiiiiieiiicccieee et 17
4.1. Modifikace ECM blokaci syntézy kyseliny hyaluronové ............................ 17
4.2. 4-MU zlepsilo zachovani paméti v behavioralnim testovani....................... 17
4.2.1. Podavani 4-MU zredukovalo mnozstvi PNN v oblasti hipokampu.......... 19
4.3. Pouziti ECM vytvorené z lidskych pupe¢niki ve fototrombotickée 1€zi a jeji
SEADIIIZACE ..eeeeeveieeciiee ettt e e e e e e e b e e e e e eaeeeennes 21
4.3.1. Piiprava UC-ECM z lidskych pupecnikill ........cccccoovveeiiieniiiiniiecieeeine 22
4.3.2. Potvrzeni bunécné proliferace a podpora neuronového ristu in vitro a
biokompatibility in vivo na modelu fototrombotickeé 1€ze ............cccvvvereniinnnnnenn. 23
4.3.3. Ovéfeni biokompatibility ECM a ECM/G in vivo na modelu
fOtOtrOMBOLICKE 1€Z€ ....ceoeeiiieeiiie et ee e 26



e At

SOUNIN ..ot et e e e e e et e e e e eatbeeeeessseeeans 31
SUMMATY .eeiiiiiiiee et e et e e e e ee e e e eeee 32
LAEEIATUTA ...ttt sttt et ettt 33
Pavodni prace, které jsou podkladem disertaéni prace .........ccccceveeeenveennnnee. 39
Publikace autorky, které nemaji vztah k diserta¢ni praci.........c.ccceevuveennnnnn. 40



Vliv modifikace extracelularni matrix na zménu struktury a
regeneraci nervové tkané
Abstrakt

Extralelularni matrix (ECM) je nebunécna 3D struktura, kterd se nachazi ve vSech
typech tkani a podili se nejen na tvorbé struktury a fyzikalni podpory tkani, ale
aktivné vstupuje do biologickych déji a homeostazy. Modifikace ECM miize piispéet
k zmé€nam plasticity nervové tkdné¢. Proto je vnaSi studii pouzit 4-
Methylumbelliferone (4-MU) ktery naruSil strukturu perineurondlnich siti,
obklopujici nékteré typy neurond, které jsou zodpovédné za tvorbu pamétovych
stop. Mysi byly po dobu 6 mésicti krmena krmivem s ptimési 4-MU (6,7mg/g/den),
coZ zlepsilo jejich pamét'oveé schopnosti, testovane v testu spontanni rekognice, bez
vyraznéjSiho negativniho vlivu na ledviny, jatra ¢i klouby. V dalsi ¢asti nasi studie
byl vytvofen biomimeticky hydrogel pomoci decelularizace extracelularni matrix
derivované z fetalni lidské pupecnikové tkan€. Vzhledem k nizkeé stabilité
vytvofené UC-ECM a jeji rychlé degradaci byla struktura stabilizovana kovalentni
genipinovou vazbou (ECM/QG). Stabilizace pii1 pouziti ImM genipinu zvysila
biologickou stabilitu materidlu. UC-ECM tak jako ECM/G neprokazoval toxicitu
v testech in vitro, kdy nebyla negativné ovlivnéna proliferace mezenchymalnich
kmenovych bun¢k, axonalni pu€eni nebo riist a diferenciace nervovych kmenovych
buné¢k. Biokompatibilita obou materialti byla in vivo ovéfovanad pomoci aplikace
materialu do intrakortikalni fototrombotické potkani 1éze, kde byla pozorovana
gelace a infiltrace 1éze a hydrogelu hostitelskymi buiitkami po 1 a 14 dnech od
aplikace. Zavérem se da poukdzat, ze ECM je dulezita struktura nervové tkané, ktera
ma jak vliv na spradvnou fyziologickou funkci, neuromodulaci a mimo jiného na

proces uceni, tak také ovliviiuje reparacni procesy po zranéni nervoveé tkane.
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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



1. Uvod do problematiky

Zakladni strukturni a funkéni jednotkou CNS jsou neurony, coZ jsou bunky
specializované na piijem, vedeni a zpracovavani informaci. Maji Sirokou Skalu tvara
a velikosti, které se li§i v zéavislosti na jejich funkci. Gliové buiiky jsou dalsi
bunécnou soucasti CNS. D¢li se na bunky, které maji neuroektodermalni ptivod, coz
jsou makroglie a buitky mezodermalniho pivodu, mikroglie, které migruji do CNS
z krevniho feciSté.Extracelularni prostor (ECS-extracellular space) tvoti ptiblizné
15-20% objemu CNS. Je daleZitou komunikaéni cestou mezi neurony a gliovymi
bunikami. Kromé¢ iontd a jinych anorganickych molekul obsahuje makromolekuly,
syntetizované¢ v neuronech a gliovych bunkdch a jsou oznacovany jako
extracelularni matrix (ECM). Ta je tvofena hlavné glykoproteiny, proteoglykany,
glykosaminoglykany a jinymi makromolekulami. lontové prosttedi ECM neni stalé,
zavisi na neuronové aktivité a obsahuje difundujici neuroaktivni latky, které se
vazou na mimosynaptickych vysoce afinitnich vazebnych mistech neuronii, axont a
gliovych buné€k (difuzni pfenos). Nékteré molekuly ECM vytvateji struktury, které

obklopuji neurony, na které jsou vazany ve form¢ perineuronalnich siti.

1.1.Extracelularni matrix

Extracelularni matrix (ECM) je komplexni nebunécna struktura, nachazejici se ve
vSech typech tkani a orgdnli, kde netvoii jenom zakladni fyzikalni podptirnou
strukturu pro bunky, ale rovnéz iniciuje klicové biochemické a biomechanické
podnéty, které jsou nutné pro morfogenezi, diferenciaci, a pro homeostazy tkani.
Dilezitost ECM je nazorné ilustrovéana Sirokym spektrem syndromi a poruch, které
vyplyvaji z genetickych abnormalit v proteinech ECM a které mohou mit méné

zavazné az zédvazné zdravotni disledky (Jarveldinen et al. 2009).



1.1.1. SloZeni extracelularni matrix

ECM se skladd ze dvou hlavnich tfid makromolekul: proteoglykani (PG) a
skleroproteinii (Jarvelainen a kol., 2009; Schaefer a Schaefer, 2010). Rada
makromolekul, které tvofi ECM mohou byt fazena do ¢tyt kategorii: kolageny,

glykosaminoglykany (GAGs), nekolagenové glykoproteiny a elastin.
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Obr. 1 Funkce ECM (1) Ukotveni a adheze (2) Migracni bariéra (3) Migracni cesta (4) Rezervoar
signalu (5) Koreceptory s nizkou afinitou (6) Prenos signdlu (7) Vytvaii funkcni fragmenty (8) Ridi
biomechanické procesy. (M. Su et al. 2021)

1.2.Perineuronalni sité

ECM miize formovat jako difuizni tak 1 kondenzovanou formu sité, tésné obklopujici
buniky a hraje dilezitou roli ve vyvoji neurond, plasticité a patofyziologii.(Miyata
and Kitagawa 2017). NejcCastéj§i formou kondenzovan¢ ECM v centralnim

nervovém systému (CNS) jsou perineuronalni sité¢ (PNN), které obklopuji télo a



proximalni dendrity riznych neuronalnich subpopulaci. PNN jsou struktury
pericelularni kondenzované extracelularni matrix (ECM), které obklopuji soma a
proximdlni a stfedni dendrity neurontl, casto se rozsituji tak, Ze zahrnuji pocatecni
segment axonu. Synapse, které nardzeji na neurony v téchto oblastech, jsou
obklopeny a zabudovany do PNN (Blosa et al. 2013; Vo et al. 2013). PNN v podstaté
sestava z hlavniho fetézce sloZzené¢ho z glykosaminoglykanu (GAG) hyaluronanu, na
ktery jsou vazany CSPG. Matrix je stabilizovana vazebnymi proteiny a tenascin-R
dopliuje strukturu (Kwok, Foscarin, and Fawcett 2015; Oohashi et al. 2015). SloZeni
PNN je ponc¢kud proménlivé; nicméné mechanismus, kterym se tvoii nejbéznéjsi

typy PNN, je obecné dobie znam.
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Obr. 2 Klicové komponenty tvorici PNN (Fawcett, Oohashi, and Pizzorusso 2019)



Manipulace s PNN mlze mit vliv na synapse, plasticitu, pamét, chovani a
psychiatrické stavy (Sorg et al. 2016). Efekt PNN je vétSinou zprostiedkovan
pomoci jejich CSPG. Pouze 2 % celkovych CSPG v nervovém systému se nachdzeji
v PNN, zatimco zbyvajicich 98 % je pfitomno v difizni matrix (Deepa et al. 2006).
Obecné plati, ze proteoglykany (véetné CSPG) uplatiiuji své Gcinky bud’ pfimym
plsobenim na receptory, nebo castéji piitahovanim a lokalizaci efektorovych
molekul na mista, kde mohou interagovat s lokalnimi receptory nebo plisobit jako
soucast tripartitniho receptoru-ligand-GAG komplexu. Vazebné vlastnosti a
interakce fetézci CS-GAG jsou uréeny motivy naboje, které jsou produktem jejich
vzoru sulfatace (Gama et al. 2006; Mikami, Yasunaga, and Kitagawa 2009; Mikami
and Kitagawa 2013; Sugahara and Mikami 2007). Mobilita téchto membranovych
proteinli je omezena piitomnosti molekul ECM a Stépeni nebo odstranéni
specifickych slozek PNN mitiZe ovlivnit kratkodobou synaptickou plasticitu a funkci
excita¢nich spojeni na interneurony PV+ (Favuzzi et al., 2017; Frischknecht et al.,
2009). Obecné se ukazalo, ze PNN jsou zodpovédné za synaptickou stabilizaci a
shlukovani receptori, coz v konecném disledku omezuje plasticitu (Fawcett,
Oohashi, and Pizzorusso 2019; Frischknecht et al. 2009; Pyka et al. 2011). Rovnéz
se prokazalo se, Zze PNN piispivaji k mnoha fyziologickym mozkovym funkcim,
vcetné uceni a paméti, a jsou zapojeny do mnoha poruch nebo patologii, jako jsou
zotaveni z poranéni michy, schizofrenie, neurodegenerativni onemocnéni, epilepsie,
autismus a drogova zavislost (Sorg et al., 2016; Pantazopoulos a Berretta, 2016;

Bozzelli et al., 2018).

1.2.1. Perineuronalni sité a pamét’

Vzhledem k tomu, ze pamét’ je formou plasticity, kterd se opird o kratkodobé a
dlouhodobé synaptické zmény, je role ECM v této kognitivni funkci velice zajimava.
V paradigmatu podminovani strachu, ktery zavisi na aktivit¢ v amygdale (ve které

je mnoho neuronli obklopeno PNN), injekce ChABC do amygdaly zvysily ztratu
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paméti. Toto umoznilo vymazat pamét’ strachu (fear memory) u dospélych mysi, coz
je efekt plasticity ,,neuCeni, ktery je obvykle moZny pouze u mladych mysi
(Gogolla et al. 2009). Podobné podavani ChABC do sluchové kliry mysi inhibovalo
podminovani ,,sluchového strachu® a injekce ChABC do sekundarni zrakové kiry
ovlivnila dlouhodobé vzpominani na podminovani ,,zrakového strachu‘ (Thompson
et al. 2018). Tyto studie naznacuji, Ze schopnost odnaulit se stresovym
vzpominkam, kterd je obvykle spojovana s mladymi zvifaty, mize byt dospélym

obnovena travenim CS-GAG, pravdépodobné prosttednictvim modifikace PNN.

1.3.ECM vyuzivana jako leSeni pro opravu poskozené CNS

Omezend reparacni kapacita centrdlniho nervového systému (CNS) je znacnou
1ékatskou vyzvou, protoze v soucasné dob¢ neexistuje zddna dostupna 1écba, ktera
by umoznila obnovu posSkozenych spojeni. Biologické leSeni obsahujici nativni
extracelularni matrix (ECM) piedstavuji struktury velmi podobné strukturdm
neporanéné hostitelské tkdné¢ s mnohymi vyhodami, jako je komplexni piirodni
slozeni, trojrozmérna struktura, retence rastovych faktort a bioaktivni vlastnosti,
vCetné stimulace angiogeneze a migrace endogennich progenitorovych bun¢k nebo
modulace imunitni reakce. (Crapo, Gilbert, and Badylak 2011). Tyto jedinecné
vlastnosti leSeni ECM zajiStuji funk¢ni remodelaci postizené oblasti, coz je na rozdil
od tvorby zjizvené tkané, kterd obvykle probihd pfi standardnim hojeni (Badylak
2002) Vek darcovské tkané je dilezitym parametrem, ktery zplsobuje vyznamné
rozdily mezi vlastnostmi ECM ziskané ze stejn¢ho zdroje. Ukézalo se, ze s vékem
nartsta zesitovani ECM v disledku neenzymatické glykace proteinti (Semba,
Nicklett, and Ferrucci 2010) a ukladani tukové tkané a fibrozy, zatimco biologicke
materidly pochdzejici z mladSich zvifat jsou spojeny s konstruktivnéjsi tkani
vhodnou pro dané misto. (Sicari et al. 2012; Tottey et al. 2011). V tomto kontextu
predstavuje lidsky pupecnik (UC- umbilical cord) vhodny zdroj neonatalni tkané,
ktery je snadno dostupny v dostateéném mnoZzstvi bez jakychkoli etickych omezeni.

Za zminku stoji, Ze UC se b&€zné pouziva v regenerativni mediciné pro izolaci
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mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) a endotelidlnich bunék a mize také
slouzit jako zdroj pro izolaci kyseliny hyaluronové. ProtoZe jde o extraembryonalni
tkan, odstranuje prekdzky souvisejici s vékem, jako je remodelace ECM, fibroza,
oxidac¢ni stres a dalSi negativni zmény (Kurtz and Oh 2012) Za tGcelem vytvoteni
injek¢nich hydrogel 1ze ECM z riznych decelularizovanych tkéni enzymaticky
solubilizovat do kapalné formy, ktera se za fyziologického pH a teploty sama sestavi
do formy hydrogelu (Badylak et al. 2005; DeQuach et al. 2010; Okada et al. 2010).
Dftive popsané injek¢éni hydrogely ECM ptipravené decelularizaci praseciho mozku
(B-ECM), michy (SC-ECM) a prasec¢iho mocového méchyiu (UB-ECM) odhalily in
vitro neurotrofické vlastnosti v prostiedi po injekci do experimentdlné¢ vyvolané

dutiny po mrtvici (Ghuman et al. 2016) nebo poranéni michy (Tukmachev et al.

2016) in vivo.

2. Hypotézy a cile disertacni prace

Posledni 1éta vyzkumu jasné ukazuji, ze ECM je nejenze stabiliza¢ni struktura pro
nervovy systém, ale aktivné se podili i na neuromodulacnich déjich, plasticité CNS
a v aktivaci 1 inhibici rtiznych drah. Ovlivnéni perineurondlnich siti uz v minulosti
prokazalo zlepSeni pamétovych stop a navrat schopnosti modulace paméti do
juvenilnich stadii. V této studii jsme pouzili inhibitor vzniku hyaluronanu (4-

methylumbilliferon) podavany peroralné a sledovali jeho vlivy na modulaci paméti.

Rovnéz bylo zjisténo, Ze materidly a hydrogely vytvofené z ECM jsou schopné
ovliviiovat regeneraci tkani, kvili jejich biomimeti¢nosti, trojrozmérné struktufe a
biologické aktivité jejich molekul, které mohou aktivné plisobit v misté¢ poranéni
podpirné, chemotakticky a protizdnétlivé. Proto jsme vyvinuly materidly
derivované z lidské neonatilni lidské tkdné pupecniku, jejichz vlastnosti jsme

ovétovali jak in vitro na riznych bunécnych liniich, tak in vivo na modelu kortikalni

fotochemické 1éze.
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2.1.Stanovené hypotézy

Perineuronalni sité¢ jsou struktury tvofené hlavné chondroitinsulfaty
ukotvenymi na kostie z hyaluronanu. Je moZné pomoci peroralniho podani
4-methylumbilliferonu, ktery je blokator syntézy kyseliny hyaluronové,
rozvolnit perineurondlni sité a tim zlepsit kratkodobou pamét™? Bude mit

systémové podani léCiva negativni efekt na dalsi organy a motoriku?

Hydrogely vytvotené z extracelularni matrix se ukazuji jako vhodné leseni
pii poranéni tkani. Je mozné vytvorit hydrogel z liské fetalni tkdné
pupecniku, ktery by podporoval reparacni procesy v hojeni po poskozeni

nervového systému?

V minulych studiich bylo pozorovano, Ze hydrogel derivovany z ECM je
v misté poranéni relativné rychle degradovan. Je mozné strukturu
vytvofenou z lidského pupecniku stabilizovat pomoci genipinu a tim

prodlouzit dobu degradace in vivo?

2.2.Dil¢i cile prace

Sledovani efektivity rozvolnéni PNN po perordlnim podani 4-MU pomoci

imunohistochemickych a biochemickych analyz mozku a michy.

Pomoci behavioralniho testovani zjistit efektivitu 4-MU 1écby na zlepSeni
paméti po 2/3/6 mésicich lecby a zjistit, zda efekt bude ptetrvavat i mésic po

vysazeni lécby.

Pomoci motorickych testii zjistit vliv na motorické schopnosti mysi po 6
mé&sicni 1é€bé a pomoci histochemické analyzy sledovat efekt na klouby,

slezinu, jatra a ledviny.
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e Vytvofeni extracelularni matrix z lidského pupecniku, jeho stabilizace
pomoci zesitovani a ovéfeni biokompatibilty in vitro na mezenchymalnich

kmenovych bunikach, DRG explantatech a spindlni fetalni linii.

e Ov¢ieni biokompatibility nové syntetizovaného gelu z ECM, jeho gelace a
migrace makrofdgli in vivo na potkanim modelu fototrombotické 1éze

v intervalech 1 a 14 dni po implantaci.

3. Materialy a metody

3.1.Experimentalni zvirata

Studie byly provadény na mySim kmenu C57BL/6JOlaHsd, kde bylo pouzito 24
mysi ve v€ku 3 mésicl a potkanim kmenu Wistar o vaze (330+30g).

Zvirata byla chovana v klecich s 12h rezimem svétla a tmy a neomezenym piistupem
k vod¢ a potraveé. VSechny behavioralni testy byli provedeny v pribéhu denni faze

cyklu.

3.2.Sledovani G¢inki 4-MU na mySim modelu

Mysi byly krmeny ad [libitum krmivem s ptichuti ¢okolddy s obsahem 4-MU
6,5mg/g/deit nebo s Eokoladovym kontrolnim krmivem. po dobu 6 mésict. Cast
zvitat byla usmrcena piimo po 6 mésicich 1éCby a organy byly vypreparovany a

pouzity pro biochemické, histologické nebo qPCR analyzy.

3.2.1. Behavioralni testy

K pozorovani uinku 4-MU byly provedeny série pamétovych a funkcnich

lokomocnich test. Test spontdnni alternace (SA) testuje pozornost viici novym
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podnétiim a prostorovou pamét’, které jsou zavislé na hipokampu a test spontanniho
rozpoznavani objektli (SOR) byl k urCeni rozpoznavaci paméti mysi.
Rotarod a test sily uchopu byly pouzity pro ovéfeni dopadu I€ku na motorické

funkce, pohyblivost kloubti a svalovou degeneraci.

3.2.2. Extrakce a kvantifikace glykosaminoglykanu (GAG)

GAG analyzy byly provedeny na 3 zvitatech na skupinu. Purifikace GAGs byla
provedena podle protokolu z (Lin et al. 2011).

3.2.3. Imunohistochemicka analyza PNNs

Pocet WFA pozitivnich (WFA+) neuronti jsme stanovily v hipokampalni CA1-3.
Intenzita barveni WFA byla méfena z WFA+ neuronli nachazejicich se
v hipokampalni oblasti CA1-3. Fluorescen¢ni snimky neuronti z hipokampalni
oblasti CA2/CA3 obarvenych na agrekan byly 3D trasovdny a byly pouzity k

provedeni podrobné analyzy morfologické struktury.

3.2.4. Analyza genové exprese

Zmény v genove expresy mRNA souvisejicich se syntézou HA, hyaluronidazami,
proteoglykany chondroitin sulfatu, tenascinem-C, synaptickym ristem a receptory

pro HA, byly stanoveny pomoci kvantitativni real-time PCR (qPCR).

3.2.5. Histopatologické hodnoceni

Pro histopatologické hodnoceni byly odebrany vzorky sleziny, jater, ledvin a

chrupavky. Slezina, jatra a ledviny byly obarveny na hematoxilin-eosin,
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chrupavky byli obarveny Alcidnovou modii. Vzorky byly poté mikroskopicky

analyzovany.

3.3.Decelularizace a priprava ECM; ECM/G hydrogeli z pupeéniku

Pro ptipravu ECM hydrogelu z lidskych pupecnikti (UC-ECM) byly pupecniky
ziskany od zdravych donoSenych novorozencili po spontannim porodu. Pro
piipravu hydrogell byly praskové vzorky ECM solubilizovany. Pro vytvoteni
zesitovaného ECM (ECM/G) byl neutralizovany pregel spolecné s genipinem v

koncentraci 1mM.

3.3.1. In vitro charakterizace ECM

Vsechny vytvotené hydrogely byly charakterizovany in vitro pomoci stanoveni
proliferace hMSC v rozliénych intervalech, pomoci sledovani rlstu a diferenciace
neuralnich kmenovych bunék a pomoci kultivace explantati gangliich dorzalnich

kofenti miSnich na vytvofenych ECM.

3.3.2. Injekce hydrogeli do potkaniho modelu kortikalni fototrombotické 1éze

Pro testovani biokompatibility hydrogeld in vivo byla vytvofena fokalni mozkova
fotochemickd 1éze v motorickém kortexu u potkanti, do které byly implantovany
vytvofené hydrogely. Mozkové fezy byly obarveny na bunécnd jadra, na CD68 a
CD206 a vimentin. Relativni po¢et mikroglii/makrofagi (CD68+) a (CD206+) v
oblasti byl stanoven z fezli nasnimanych fluorescenénim mikroskopem. MnoZzstvi
ED1 pozitivnich a CD206 pozitivnich makrofagh bylo vztaZzeno k poctu vSech

bunécnych jader obarvenych na DAPI v oblasti obklopujici 1éze.

16



4. Vysledky a diskuse

4.1.Modifikace ECM blokaci syntézy kyseliny hyaluronové

PNN predstavuji slibny cil 1é€by pro mnoha onemocnéni mozku nebo poranéni
CNS. Proto 4-Methylumbelliferone (4-MU), jakozto inhibitor syntézy HA, muze
mit Siroky potencial ve funk¢éni modulaci struktur bohatych na HA. 4-MU je l¢k
schvaleny pro klinické pouziti. Denni peroralni davka ve vysi 1200 mg/den po dobu
3 mésici je u lidi dobte tolerovana, nevykazuje zavazné nezadouci ucinky a rovnéz
slouzi jako davka pouzivana pro zkoumani novych indikaci lé¢iva (Nagy et al. 2015;
Trabucchi et al. 1986). (Nagy et al. 2015). V této studii jsme pouzili peroralni ddvku
~6,7 mg/g/den (5 % 4-MU v krmivu), které bylo jiz diive prokazano jako dobie
tolerované a u¢inné terapeutikum (Hedwich F. Kuipers et al. 2016; H. F. Kuipers et

al. 2016; Nagy et al. 2015).

4.2.4-MU zlepsilo zachovani paméti v behavioralnim testovani

Nejprve jsme zkoumali spontanni alternaci (SA) po 2. a 6. mé&sicich lécby 4-MU
(Obr. 3A). Tento test kvantifikuje ochotu hlodavcli zkoumat nové prostiedi a také
kratkodobou prostorovou pamét. Mezi skupinami nebyl pozorovan zadny rozdil
v celkové aktivité nebo alternaci. Poté jsme testovali rozpoznavaci pamét’ pomoci
SOR testu po 2, 3 a 6 mésicich 1écby 4-MU a 1 mésic po 1écbé. Zvitata jsou testovana
v rtiznych casech po vystaveni objektim, ¢imz se méfi pamétova perzistence.
Signifikantni zlepSeni paméti bylo zjisténo po 2 mésicich 1écby ve 3hodinovém
intervalu ve srovnani s kontrolni skupinou a taky signifikantni zlepSeni paméti po 6
mésicich 1écby v intervalu po 24 hodindch ve srovnani s kontrolni skupinou a
skupinou, ktera byla mésic po 1écbé. Obdobné pozorovani zlepSeni paméti po 24
hodinovém intervalu bylo dfive pozorovano u knock-outovanych mysi, kterym
chybél gen Haplnl, ktery koduje spojovaci protein nezbytny pro tvorbu PNN v CNS,

a rovnéZ po enzymatické degradaci struktur PNN pomoci chondroitinazy ABC v
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perirhindlnim kortexu (Romberg et al. 2013). NaSe vysledky naznacuji, ze peroralni
1é€ba 4-MU by mohla prostrednictvim down-regulace PNN zlepsit pamét’. Zjistili
jsme, ze uinek 4-MU po 1 mésici nepietrvava a hodnoty v SOR teste se vratili na
skore pred 1é€bou. Vysledky tim naznacuji zapojeni dalSiho mechanismu v tizeni
paméti pii rozpoznavani objektl, ktery je nezavisly na PNN. Ukézalo se, Zze HA
reguluje obnovu, proliferaci a diferenciaci nervovych kmenovych bunék v gyrus
dentatus hipokampu (W. Su et al. 2017). Je mozné, Ze pretrvavajici nizka hladina
HA vyvolana prodlouzenym podavanim 4-MU brani hipokampalni neurogenezi,

kterd je nezbytna pro ziskdvani a tvorbu paméti.
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Obr. 3 Test spontanni alternace (SA) a aktivity po 2 a 6-ti mésicich lécby pomoci 4-MU (A). Test
SOR byl proveden po 2/3/6-ti mésicich lécby 4-MU a poté po 1 mésic po lécbé (vymyti) (B)
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4.2.1. Podavani 4-MU zredukovalo mnoZstvi PNN v oblasti hipokampu

Jiz dtive bylo prokazano, Ze rozpoznavaci pamét souvisi s hipokampem a ptilehlymi
kortikalnimi oblastmi v¢etné entorhindlniho, perirhinalniho a parahipokampalniho
kortexu, které se podileji na normalni funkci paméti (Baxter 2010). V ptedchozich
studiich redukci PNN za pomoci chondroitindzy ABC v perirhindlnim kortexu se
zvysilo dosazené skore v SOR testu (Romberg et al. 2013; Yang et al. 2015). V nasi
studii jsme potvrdili snizeni PNN po 1é¢bé 4-MU v hipokampu. Pro zobrazeni PNN
jsme pouzili barveni pomoci WFA a agrekanu, ¢imz jsme nejprve vyhodnotili
ucinek 4-MU na intenzitu PNN a celkovy po¢et neurontt nimi obklopenych (Obr.
4A). Zatimco celkovy pocet WFA pozitivnich neuront zistava podobny, dochdzi k
vyznamnému poklesu intenzity WFA kolem tél neuront jak ve skupiné lécené 6

mésict 4-MU, tak ve skupiné, ktera byla mésic po 1é¢bé (Obr. 4B)

B Intenzita WFA barveni Neurony oblklopeny PNN v CA1-CA3
*kk
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Obr. 4 (A) Reprezentativni snimky imunofluorescen¢niho barveni WFA v CA1-CA3 oblasti

hipokampu u kontrolnich my$i, mysi lé¢enych 4-MU po dobu 6-ti mésicti a mysi 1 mésic po 1écbé
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(WOE-wash out effect- efekt vymyvani). (B) Intenzita barveni WFA a celkovy pocet bunck
pozitivnich na WFA stanoveny v oblasti hipokampu (CA1-CA3). Vyznamny pokles intenzity
barveni WFA byl pozorovan po 6 mésicich 1é€by 4-MU a pretrvaval i 1 mésic po 1é¢bé ve srovnani

s kontrolni skupinou.

A plocha PNN na bunééném téle B délka PNN kolem dendriti
* k%
* %k -
1000+ s —— 1500-
800+ :
600 . 1000
NE Fl £
= " =
4004 . 3
g 5004 — 2
'.
& &
0 T T T 0 T — T
kontrola 4-MU WOE kontrola 4-MU WOE
C objem PNN na dendritech D mnoistvi dendritii pokrytych PNN
% ok % * % Kk
%k %k
25000~ —_— 8+
20000 6 ) .
15000 = -
mg % 4 . —
10000 a —— el
5000- L] 2= — ——
0 ] ! 1 0 1 I I
kontrola  4-MuU WOE kontrola 4-MU WOE
E poéet uzlG pokrytych PNN F potet koncii pokrytych PNN
%k %k %
% %k %k
*ok ok
15— . 20+
%
15+
10
* %k
o & 10- ) .
o o B —
o 5 - - o — ; oS-,
—_— — —_— 5 — —
IE— S — —
h— —
0 1 ] 1 0 | I ||
kontrola 4-MU WOE kontrola 4-mu WOE

20



Obr. 5 Morfologické parametry PNN obarvené pomoci agrekanu v hipokampalni oblasti
CA2/CA3 u kontrolni skupiny, skupiny s 4-MU po 6 mésicich lécby a ve skupiné 1 mésic po lécbe.

Nase vysledky naznacuji korelaci zlepSeni rozpoznavaci paméti a snizeni PNN po 6
meésicich 1écby 4-MU. Toto zjisténi také souhlasi s predchozi studii, kterd prokézala,
ze zlepSeni rozpoznavaci paméti souvisi s redukci PNN v hipokampu a jeho
pfidruzenych oblastech, jako je perirhindlni kortex (Romberg et al. 2013). Nase
vysledky naznacuji korelaci zlepSeni rozpozndvaci paméti a snizeni PNN po 6
mésicich 1é€by 4-MU. Toto zjisténi také souhlasi s predchozi studii, kterd prokazala,
ze zlepSeni rozpoznavaci paméti souvisi s redukci PNN v hipokampu a jeho

pfidruzenych oblastech, jako je perirhindlni kortex (Romberg et al. 2013).

4.3.Pouziti ECM vytvorené z lidskych pupe¢nikii ve fototrombotické 1€zi a jeji

stabilizace

Decelularizované tkan€ mohou byt transformovany na leSeni ptirodniho ptiivodu a v
ruznych aplikacich pouzité v tkanovém inzenyrstvi (Spang and Christman 2018).
Tyto biologické nosice, sloZzené z nativni extracelularni matrix (ECM), maji mnoho
vyhod, véetné trojrozmérné (3D) struktury, nizké imunogenicity a komplexniho
biomolekularniho slozeni (Kubinova 2017; Saldin et al. 2017), které slouzi jako
biologické leSeni. Pro rekonstrukci nervovych nebo jinych mékkych tkani jsou ECM
ve form¢ hydrogela klinicky pfijatelnéjsi, nebot’ tyto materialy si zachovavaji svou
biologickou aktivitu v kombinaci s vyhodou moZznosti injekéni aplikace a in situ
polymerizace. Injikovatelné ECM hydrogely z riznych tkéni byly uz diive pouZity
pro 1é€bu poranéné michy (Tukmachev et al. 2016), mrtvice (Freytes et al. 2008),
po infarktu myokardu (Singelyn and Christman 2010), kritické ischemie koncetiny
(Ungerleider et al. 2016) a vyvoje nové tukové tkané (Young et al. 2011).

V nasledujicich studiich jsme pfipravovali ECM z prasec¢i a lidské tkané. ECM

z lidskych pupecnikli byla posléze implantovana do fototrombotické 1éze, kde byla
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sledovana jeji degradace a imunogenicita. RovnéZ jsme se zamétily na degradaci

vytvoreného materidlu a jeho stabilizaci pomoci kovalentniho zesit'ovani genipinem.

4.3.1. Priprava UC-ECM z lidskych pupecnikii

V této studii jsme optimalizovali protokol decelularizace, jak popsal (Medberry et
al. 2013), abychom pfipravili injikovatelny hydrogel z lidské pupecnikové tkané,
ktery kombinuje vyhody neonatalni tkan¢ lidského ptivodu se snadnou dostupnosti,
bez jakychkoli etickych nebo regulacnich opatfeni. UC-ECM byla uspésné
decelularizovana s minimalnim bunéénym obsahem v skeletu Barveni H&E a DAPI
potvrdilo neptfitomnost rezidualnich bunéénych jader.

Obsah DNA

Obr. 6 (A) Prvni fada: H&E barveni (zleva doprava) fezii UC, UB, michy (SC) a mozku (B) pted
decelularizaci. Druha fada: H&E barveni UC-ECM, UB-ECM, SC-ECM a B-ECM po
decelularizaci. Tteti fddek: DAPI barveni na DNA (zleva doprava) UC, UB, SC a B tezi tkané
pred decelularizaci. Ctvrty fadek: Barveni DAPI na obsah zbytkové DNA v UC-ECM, UB-
ECM, SC-ECM a B-ECM. Mg¢ftitko predstavuje 50 um. (B) kvantifikace dsSDNA
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4.3.2. Potvrzeni bunééné proliferace a podpora neuronového riistu in vitro a

biokompatibility in vivo na modelu fototrombotické 1éze

Pro zjisténi kompatibility ndmi vytvofeného UC-ECM a zesitovaného ECM/G jsme
materidl testovaly in vitro ve 4 typech testli, a to proliferace a chemotaxe hMSC,
podpora proristani neuritit za pouziti explantdtovych kultur z potkanich DRG a
urc¢eni neuronové diferenciace NSC. Rovnéz jsme sledovali kompatibilitu UC-ECM
a ECM/G v mozkové tkani in vivo pomoci aplikace do fototrombotické 1éze
v potkanim modelu. Z nékterych studii vyplyva, Zze ECM nosi¢, ktery je odvozen
z puvodniho typu tkan¢, nachdzejici se v misté poranéni, mize mit jedinecné slozeni
molekularnich sloZek pro indukei konstruktivni tkdnovée specifické remodelace.

Naptiklad srdecni ECM prokézalo schopnost poskytovat tkanoveé specifické podnéty
pro rist a diferenciaci srdecnich bun¢k (Wang and Christman 2016). Rovnéz ECM
ze skeletalniho svalu specifického pro tkan odhalilo lepsi vysledky pii 1€cbé kritické
ischemie koncetiny ve srovnani s UC-ECM (Ungerleider et al. 2016). Naproti tomu,
jiné studie neprokazaly vyhodu ECM odvozenych z CNS oproti materialim ECM
nepochézejicim z CNS, pokud jde o jejich G€inky na in vitro rist neurita (Crapo et
al. 2012; Leung, Crombleholme, and Keswani 2012), nebo in vivo neurotrofické
vlastnosti pii opravé poranéni michy (Tukmachev et al. 2016). Pfi sledovani
proliferace jsme v nasi studii pomoci eseje WST-1 po 1/3/7 a 14-tich dnech. Vyssi
proliferace bunék hWJ-MSCs byla zjisténa po 14tich dnech kultivace na UC-ECM
v porovnani s kontrolni skupinou. V intervalech 1, 3 a 7 dni jsme nepozorovali

signifikantni rozdily mezi skupinami.
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Obr. 7 (A) Porovnani proliferace hBM-MSC, (B) hASC, (C) a hWJ-MSC na lidské UC-ECM,
prase¢i UB-ECM, SC-ECM, B-ECM a kontrolni TCP na 1, 3, 7 a 14 dni s pouzitim ¢inidla
WST-1. Rychlost proliferace byla hodnocena na spektrofotometru a zndzornéna jako opticka

hustota.
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Obr. 8 Proliferace MSC v rozlicnych koncentracich (A) volného genipinu a na hydrogelech
ECM/G zesitovanych riiznymi koncentracemi genipinu (B). Bunécna proliferace byla hodnocena
pomoci testu Alamar Blue. Data jsou normalizovana na pocatecni hodnoty ziskané na zacatku
experimentu na nezesitovaném ECM, které byly nastaveny jako 100% Zivotaschopnost bunék

(teckovana zdkladni cara), (*p < 0,05, **p < 0,01 vs. nezesitovany ECM, n = 6).

Sledovali jsme Uc€inek také zesitovaného ECM/G hydrogelu s 1 mM genipinem
pomoci analyzy axonalniho rlstu senzorickych neuronti, tentokrat izolovanych z

dospélych DRG.
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Obr. 9 Axonalni rist disociovanych neuronii ganglii dorzalnich korenii dospélych potkanii (DRG)
na hydrogelech ECM, ECM/G s koncentraci genipinu 1 mM. (A-B) DRG kultura na ECM
hydrogelech barvenych na beta-IlI-tubulin. (C) Procento bunek s neurity delsimi nez télo bunky.

Meritko predstavuje 50 um (n = 3)

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

fototrombotické 1éze

Aby se prokazala in vivo biokompatibilita a stabilita ECM a ECM/G, i v této studii
jsme po vzoru predeslé prace (Koci et al. 2017) injikovali hydrogely in situ do
fokalni ischemické 1éze vytvofené v motorické kiife potkana. ECM a ECM/G
vytvoftili gely v misté¢ implantace, které byli infiltrovany hostitelskymi buiikami.
Rovnéz bylo sledovano zvyseni retence zesitovaného hydrogelu ECM/G po dobu 2
tydnt od injekce in situ v porovnani s ECM bez genipinu. Po 2 tydnech byl
analyzovan relativni po€et mikroglii/makrofdgli pozitivnich na CD68 (EDI1) a

CD206 (ED2) v oblasti obklopujici 1éze (Tab .1).
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Tab. 1 Procento EDI a CD206 pozitivnich bunék v oblasti léze po injekci ECM a ECM/G do

ischemické kortikalni léze. (n = pocCet zvirat).

ECM ECM/G
ED1 (% cell number) 33.84+£1.09 (n=5) 35.56 +£3.17 (n=15)
CD206 (% cell number) 28.05+£2.97 (n=5) 30.09+1.91 (n=5)

V této studii reakce makrofagii neodhalila zaddné vyznamné zmeény, které by
naznacovaly zvySenou imunogenicitu ECM/G ve srovnani s nezesitovanym ECM.
Kromé¢ toho byla prevalence CD206+ makrofaghi podobnych M2 zjisténa jak ve
skupinach ECM, tak ECM/G, podobné jako v naSich pfedchozich studiich (Koci et
al. 2017; Tukmachev et al. 2016). Jak je zndzornéno na Obr. 10A,E na barveni
kolagenu, ECM 1 ECM/G vytvoftily po 24 hodinach kompaktni hydrogel uvnitt 1éze
a ten byl osidlen hostitelskymi bunikami, jako jsou fibroblasty nebo makrofagy.

2 tydn

ECM

ECM/G

Obr. 10 Koronalni rezy mozku ilustrujici gelaci a bunécnou infiltraci hydrogelu ECM (A-D) a
ECM/G (E-H) in vivo, v intervalech (A,B,E,F) [ den a (C,D,G, H) 2 tydny po injekci do
fototrombotické ischemické léze v motorickéem kortexu potkana. (A,C,E,G) Barveni na kolagen I
(Cervena) a bunécna jadra (DAPI, modra). (B,F) Barveni na vimentin (zelena) a DAPI (modra).
(D,H) Infiltrace makrofagii (ED1, zelend) do léze pomoci (D) nezesiteného ECM hydrogelu a (H)
ECM/G 2 tydny po injekci hydrogelu do oblasti léze. Bunécna jadra byla obarvena na DAPI
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(modra). Teckované ctverecky v C, G ukazuji plochu zobrazovanou v D, H. Meritko: (A,E,C,G)
100 um, (B,D,F,H) 50 um.

5. Zavér

Tato prace sleduje roli extracelularni matrix v modifikaci funkei nervové soustavy
jak pomoci inhibice syntézy hyaluronanu po systematickém podani 4 —
Methylumbilliferonu, tak 1 moznosti pouziti ECM jako podpirného leSeni po
poranéni mozkové tkang. Extracelularni matrix (ECM) je struktura vypliujici
mezibun&ény prostor ve vSech typech tkani. V mozku tvoii 20% obsahu a vyskytuje
se jak v difuzni, tak 1 v kondenzované podobé. Tato sit ma nejen podplrnou a
strukturalni funkeci, ale 1 aktivné zasahuje do fyziologickych i patologickych procest
v CNS. Je diilezitou komunikacni cestou mezi neurony a gliovymi buitkami. Kromé
iontil a jinych anorganickych molekul obsahuje makromolekuly, syntetizované v
neuronech a gliovych bunkach. Iontové prosttedi ECM neni stile, zavisi na
neuronové aktivit€¢ a obsahuje difundujice neuroaktivni latky, které se vazou i na
mimo-synaptickych vysoce afinitnich vazebnych mistech neuront, axont a gliovych
bunék. Pi1 zkoumani vlivu systémového pouziti léciva perordlni davkou
6,7mg/g/den po dobu 6 mésicii I€Cby a mésic po jejim ukonceni jsme pozorovaly jak
v behaviordlnim testovani paméti, tak 1 pomoci imunohistologie a analyzy genové
exprese, zmény poukazujici na sniZzeni mnozstvi PNN siti v mozku 1 miSe.
Behaviorédlni testovani paméti bylo provadéno po 2/3/6 meésicich a mésic po
ukonCeni 1écby. Sice jsme nepozorovaly rozdily v testu spontdnni alternace, ani
v aktivité¢ sledovanych jedinci, ale v testu, zaméfeném na kratkodobou pamét
(SOR) jsme sledovali trend zlepSeni paméti ve vSech sledovanych intervalech.
Zaroven byl pozorovany signifikantni rozdil v 24hodinovém intervalu mezi
skupinou testovanou po 6 mésicich a to jak vii¢i kontrolni skuping, tak 1 skupiné
meésic po 1é€be. Tyto vysledky naznacuji, Ze ti€inek 4-MU neni permanentni a Casem
upadéd. Imunohistochemickd analyza rovnéz podpofila naSi hypotézu moznosti

ovlivnéni PNN pomoci 4-MU. Barveni neuroni na WFA 1 agrekan neukazovali
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snizeni poc¢tu neurontli obklopenych PNN, ale intenzita barveni na WFA byla vyssi
u kontrolni skupiny v porovnani se skupinou lé¢enou 6 mésicti, tak i skupinou 1
mésic po 1éc¢bé. Podobné vysledky jsme pozorovali pii analyze délky a plochy
neuronli pokrytych PNN pfi barveni na agrekan. Tady jsme rovnéZ pozorovali
vyznamni redukci PNN u skupiny lécené 6 mésict, tak 1 u skupiny mésic po 1écbe.

Imunohistologické vysledky PNN po mésici 1é€by ukézali, ze sité€ nebyli obnoveny
po mési¢nim intervalu po vysazeni 1éCiva, 1 kdyz jsme pozorovali behavioralni
zmény v pamétovych testech, kdy se vysledky vratili na aroven kontrolni skupiny.

Diivod mtzZe byt ten, ze PNN nejsou jedind struktura, ktera se projevuje na zmeénach
chovani pfi testovani paméti a mize to znamenat ur¢itou kompenzaci jinych systémil
v neuroplasticité. RovnéZz genova analyza ukazovala zajimavé vysledky, hlavné
v jednom sledovaném genu a to CD44, coz je receptor pro HA. Po 6 mé&sicich 1écby
jsme sledovali signifikantni pokles tohoto receptoru, zatim co 1 mésic po vysazeni
1é¢by byl tento gen signifikantné up-regulovan. Toto pozorovani také naznacuje, ze
1é€ba 4-MU nemd permanentni u€inky a po jeji vysazeni se receptory pro HA
zaCinaji obnovovat. Zavérem této prace jsme sledovali negativni u€inky systémové
1é¢by na motorické schopnosti mysi a histologickou analyzu vybranych organi, a to
hlavné kloubi. Diivodem bylo, Ze peroralni 1écba 4-MU, ktery neselektivng inhibuje
HAS, kdyZ je podavana systémove, mize blokovat tento enzym v tkanich, coz mtize
zplusobovat riizné defekty. Zaméftily jsme se hlavné na motoriku, z diivodu velkého
mnozstvi HA v této struktute. Motorické testy sice neprokazaly zadné zmény po
1é¢by, ale histologicka analyza kloubti poukazovala na atrofii chrupavky. V zbylych
sledovanych organech (slezina, jatra, ledviny) jsme nepozorovaly Zadné zdvazné
zmény, které by poukazovali na vysokou toxicitu dané 1écby 1 pfi tak dlouhodobém

uzivani.

Ve druhé studii, zamétené na ECM jsme vytvofili material pomoci decelularizace
lidské pupecnikové tkané. Jak bylo ukazano v ptedeslych ¢astech této prace, vékem

nartsta zesitovani ECM v disledku neenzymatické glykace proteinti (Semba,
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Nicklett, and Ferrucci 2010) a ukladani tukove tkané a fibrézy. RovnéZ pii pouziti
xenotransplantatli existuje riziko vzniku imunitni odpovédi hostitele proti
implantované tkani ¢i struktute. Jako vhodné feSeni se nabizi pouZiti fetalni tkané
z lidskych pupecniki. Tato moZnost fesi oba predeslé problémy se stafim tkané a
rovnéZ s xenotransplantaty a je ziskatelnd pomérné jednoduse a bez etickych
problémi. V prvnim kroku jsme vytvoftili hydrogel UC-ECM z pupecniku, kterého
vlastnosti byli porovnané se tfemi hydrogely derivovanymi z prasecich tkani,
kterych vlastnosti byli potvrzené uz v ptfedeslych studiich. Tento hydrogel byl
sledovan jak in vitro kde bylo prokazana podpora proliferace WJ-MSC (derivované
z pupecniku), podpora proriistani axonil a neuralni kmenové burky, které rostli na
hydrogelu UC-ECM a po 7 dnech vykazovaly expresi ¢asného neuronalniho
markeru NF70. V testu UC-ECM in vivo jsme prokazali gelaci in situ v misté
implantace a rovnéZ infiltraci hostitelskyma makrofagy. Vzhledem k poznatkiim
z minulych studii, které ukazovali, Zze hydrogely derivované¢ z ECM jsou relativné
rychle degradovany, jsme se snazili najit splsob stabilizace, kterd by zachovala
pozitivni vlastnosti ECM a zaroven degradace by byla redukovana. Pro tento cil jsme
si vybrali genipin, ktery kovalentné sit'uje vytvorenou ECM. Zjistili jsme netoxickou
koncentraci stabilizatoru, co je ImM genipin a tento hydrogel jsme opét testovali in
vitro v porovnani s nezesitovanym UC-ECM. Novy hydrogel (ECM/G)
nepotlacoval bunéénou proliferact MSC, proriistani axontl ani diferenciaci NSC.
Rovnéz v in vivo aplikaci in situ do fototrombotické 1éze jsme pozorovali gelovani,
infiltraci hostitelskymi makrofagy a existenci gelu ve vytvotfené lézi jesSt€¢ po 2
tydnech od implantace.

V uvedenych studiich byl m{lj ptinos jak ptipravé a navrhu realizace dilCich studii,
tak po realiza¢ni strdnce, a to v behaviordlnich analyzach, pfipravach vzork,
v imunohistochemickém a histochemickém vyhodnocovani dat, a mikroskopickych

a molekularnich analyzach.
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6. Souhrn

ECM je nejen podptirnd fyzikdlni struktura nervové soustavy a jinych tkani, ale
podle poslednich poznatki je to aktivni systém, zapojeny do celkové homeostazy a
funkce tkani. Rovnéz hydrogely vytvotené z extracelularni matrix jsou schopné, po
jejich aplikace do mista zranéni nebo 1éze, modulovat odpovédi nervového systému,
V nervové soustavé je mozné jeji modifikaci na raznych urovnich ménit a tym
modulovat aktivitu, motilitu 1 imunitni odpovéd’ organismu na rtizné vstupy.

V této praci jsme piekazali, ze rozvolnéni PNN, které jsou jednou z forem ECM
v CNS, pomoci inhibice syntézy hyaluronanu, mnélo efekt na struktury, zodpovédné
za pamét’ a podporovalo neuroplasticitu.

Tento systémovy efekt byl prokazan jak behaviordlnim testovanim, tak
imunohistochemickou a molekularni analyzou.

Pti zkoumani motorickych funkci jsme nepozorovali rozdily mezi lécenou a
neléCenou skupinou a rovnéZ pii analyze organil jsme nezaznamenali patologické
zmény, které by mohli byt zplisobeny systémovou inhibici HA v organismu.

V dalsi Casti prace jsme se snazili vytvofit novou formu hydrogelu z lidského
pupecniku, ktery by svymi fetdlnimi vlastnostmi mohl fungovat jako leSeni nebo
nosi¢ pii poranénich nervového systému. Vzhledem k tomu, Ze samostatné
hydrogely tvofené ECM maji relativné rychlou degradaci, nasli jsme zplsob
netoxického kovalentniho zesit'ovani pomoci 1mM genipinu.

UC-ECM 1 ECM/G nevykazovali negativni u€inky na MSC proliferaci a axonalni
rust senzorickych neuronit DRG in vitro a rovnéz vykazovali stabilni gelaci in situ
po aplikaci do fototrombotické 1éze in vivo.

Stejn¢ tak jsme pozorovali kompaktni strukturu gelu v 1ézi 14 dni po aplikaci
ECM/G infiltrovanou hostitelskyma makrofagy, coz naznacuje, Ze kovalentni

stabilizace byla uspésna a podporovala protizanétlivé déje v misté 1éze.
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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 sifu 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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